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Referat
Diese Arbeit beschreibt die Untersuchung der Dynamik in eingeschränkten und ge-
scherten Flüssigkeitsﬁlmen mit Hilfe der optischen Detektion einzelner Farbstoﬀmo-
leküle. Speziell dafür wurde ein modiﬁzierter Surface-Forces-Apparatus konstruiert
und aufgebaut. Dieser erlaubt es außerdem, im Flüssigkeitsﬁlm eine Scherströmung
zu erzeugen. Mit der Analyse der Schrittweitenverteilung wird ein Werkzeug vorge-
stellt, welches räumlich aufgelöst und richtungssensitiv eine Analyse für Daten des
Einzelmolekültrackings erlaubt. Angewandt auf Experimente in gescherten Flüssig-
keitsﬁlmen ergibt sich die Möglichkeit, die strömungsinduzierte Bewegung einzelner
Moleküle von deren diﬀusiver Bewegung zu unterscheiden.
Für Experimente mit Tetrakis-(2-ethylhexoxy)-silane zeigt sich in der Nähe fester
Substrate (Mica, Quarz) eine deutlich verlangsamte Diﬀusion einzelner Farbstoﬀmole-
küle. Außerdem wird direkt an der Oberfäche ein Haftpotential (Tiefe etwa 600meV )
gefunden, welches einzelne Farbstoﬀmoleküle in einer dünnen Grenzschicht (Dicke
etwa 5nm) an der Oberﬂäche hält, ohne deren laterale Beweglichkeit deutlich zu ver-
ringern. Dieses Verhalten lässt sich durch die Ausbildung von Flüssigkeitsschichten
entlang der festen Oberﬂäche erklären.
Für alle untersuchten Filmdicken und Scherraten wurde die selbe Diﬀusionskon-
stante gefunden, welche um etwa eine Größenordnung kleiner als die Diﬀusionkon-
stante für Farbstoﬀmoleküle in der Volumenﬂüssigkeit ist. Diese Beobachtung kann
durch die in der Nähe fester Substrate vergrößerte eﬀektive Viskosität der Flüssigkeit
erklärt werden.
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Kapitel 1
Einleitung
Flüssigkeiten werden vor allem durch die Dynamik der thermischen Bewegung ihrer
Moleküle bestimmt. Ein Parameter, der diese Dynamik festlegt, ist die Stärke der
Wechselwirkung eines Moleküls mit seinen unmittelbaren Nachbarn. Im Inneren ei-
ner Flüssigkeit sind diese Wechselwirkungen überall identisch. Demzufolge bewegen
sich Moleküle an jedem Ort und in jede Richtung auf die gleiche Art und Weise fort.
An Begrenzungen der Flüssigkeit ist diese Symmetrie allerdings nicht mehr gegeben.
Die äußeren Moleküle der Flüssigkeit haben mit den Molekülen des begrenzenden
Mediums eine andere Wechselwirkung als mit inneren Molekülen der Flüssigkeit, da
unterschiedliche Moleküle beteiligt sind. Für die Flüssigkeit bedeutet das direkt, dass
sich Moleküle in der Nähe der Grenzﬂächen anders als Moleküle der Volumenﬂüs-
sigkeit bewegen. Werden die Dimensionen eines Flüssigkeitsvolumens so klein, dass
praktisch alle Moleküle in der Nähe einer Grenzﬂäche sind, wird die Flüssigkeit voll-
ständig durch die Wechselwirkung mit den Grenzﬂächen bestimmt. Damit ist sofort
klar, dass die Eigenschaften großer Flüssigkeitsvolumen, wie sie durch die Kontinu-
umsmechanik sehr gut beschrieben werden, nicht ohne Weiteres auf eingeschränkte
Flüssigkeiten mit Abmessungen im Nanometerbereich übertragen werden können.
Durch die fortwährende Entwicklung hin zur Miniaturisierung ist diese Erkenntnis
nicht nur von grundlegender wissenschaftlicher Bedeutung, sondern mehr und mehr
auch für Industrie und Wirtschaft von großer Wichtigkeit. Ein hochaktuelles For-
schungsthema, welches Physik, Chemie, Biologie und auch Ingenieurwissenschaften
miteinander verbindet, ist die Mikroﬂuidik [13]. Die zentrale Idee ist es, Flüssigkei-
ten und chemische Reaktionen nicht mehr mit großen Rohrsystemen und Reaktoren
in industriellen Mengen umzusetzen, sondern in Apparaten mit sehr kleinen Abmes-
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sungen nur noch einige Nanoliter Volumen zu manipulieren und zu kontrollieren.
Im Gegensatz zu Flüssigkeiten in der makroskopischen Welt sind in mikroﬂuidischen
Systemen Diﬀusion, Viskosität und Oberﬂächenspannung die dominierenden physi-
kalischen Phänomene. Durch Verkleinerung der Systemgröße werden auch eine ganze
Reihe von neuen Eﬀekten nutzbar [3], die aber der Intuition des Alltags nicht mehr
zugänglich sind. So können sich kleine Tropfen allein auf Grund unterschiedlicher Be-
netzung des Substrates spontan fortbewegen [4]. Auch die Bildung von ausgedehnten
Flüssigkeitsﬁlamenten in oﬀenen Mikrokanälen kann durch die Benetzbarkeit gesteu-
ert werden [5]. Sogar das Mischen von verschiedenen Flüssigkeiten mittels Mikroﬂuidik
erfordert vollkommen neue Ansätze [6]. Durch die Präparation fester Grenzﬂächen mit
geeigneten Eigenschaften gelingt die gezielte Beeinﬂussung kleinster Flüssigkeitsmen-
gen, was gerade für die Entwicklung hin zur Lab-on-Chip-Technologie [1] entschei-
dend ist. So können beispielsweise die hydrodynamischen Randbedingungen einer
strömenden Flüssigkeit durch geeignete Oberﬂächenmodiﬁkationen der Grenzﬂächen
eingestellt werden [7].
Die Eigenschaften kleinster Flüssigkeitsvolumina wurden bisher mit einer ganzen
Reihe an Ensembleexperimenten untersucht. So wurden mit Methoden der Tribo-
logie die Reibung sehr dünner Schmierﬁlme systematisch untersucht [815], wobei
für ultradünne Schmierﬁlme auch von Nanolubrication [16] gesprochen wird. Aber
auch das Verhalten feuchter Granulate [17], der selbstorganisierte Aufbau von orga-
nischen Monolagen [18] und die Chromatographie [19] können zum Verständnis der
Fest-Flüssig-Grenzﬂäche beitragen. Neben Benetzungsexperimenten [20], der Rönt-
genbeugung [21] und der Colloidal-Probe-Technique (CPT) [22, 23] bietet vor allem
der Surface-Forces-Apparatus (SFA) die Möglichkeit einer systematischen Untersu-
chung nanometerdünner Flüssigkeitsﬁlme. Dafür wird zwischen zwei atomar glatten
Oberﬂächen eine Flüssigkeit eingebracht, deren Filmdicke durch Verschieben einer
der beiden Oberﬂächen nanometergenau eingestellt werden kann. Man erhält so ein
variables Modellsystem, in dem eine Vielzahl Situationen nachgestellt und untersucht
werden können. Wird die Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes auf wenige Moleküldurchmesser
eingeschränkt, ﬁnden sich oft oszillierende Strukturkräfte [24,25], welche einer weite-
ren Verkleinerung entgegenwirken. Durch laterale Bewegung einer der beiden Ober-
ﬂächen im SFA kann ein Scherﬂuss im Flüssigkeitsﬁlm erzeugt werden. Wird dabei
die von einer zur anderen Oberﬂäche durch die Flüssigkeit übertragene Kraft gemes-
sen, lässt sich deren eﬀektive Viskosität bestimmen. Für sehr dünne Flüssigkeitsﬁlme
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wurden in einigen Experimenten deutliche Abweichungen von der Viskosität der Vo-
lumenﬂüssigkeit [2628] gefunden. Mit den kontinuumsmechanischen Konzepten lässt
sich nicht verstehen, warum sich die Viskosität hier mit der Filmdicke verändert.
Dieser Befund belegt erneut, dass für Volumenﬂüssigkeiten gültige Konzepte nicht
auf Flüssigkeiten im Nanometerbereich übertragbar sind. Vielmehr wird für derartige
Systeme eine Beschreibung notwendig, welche die Moleküle der Flüssigkeit und die
Dynamik der thermischen Bewegung beinhaltet.
Mit einem SFA bleibt diese molekularer Ebene aber verborgen, da die Bewegung
einzelner Flüssigkeitsmoleküle nicht dargestellt werden kann. Ein erster Schritt hin zu
einer molekularen Analyse in eingeschränkten Flüssigkeitsﬁlmen stellt deren Unter-
suchung mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) dar [29], bei welcher
die mittlere Diﬀusionskonstante von Farbstoﬀmolekülen im Ensemble gemessen wer-
den kann. Allerdings ist auch FCS nicht in der Lage, einzelne Moleküle sichtbar zu
machen. Das wird erst durch Methoden der Einzelmoleküldetektion [3034] möglich.
Diese Methoden erlauben es, die Bewegung einzelner Farbstoﬀmoleküle und damit die
Dynamik der Flüssigkeit direkt abzubilden [35,36]. Dazu werden ﬂuoreszierende Mole-
küle in die Flüssigkeit eingebracht, deren Position dann mit einem Mikroskop optisch
bestimmt werden kann. Werden daraus die Trajektorien der beobachteten Moleküle
rekonstruiert, lassen sich eine Vielzahl physikalisch relevanter Informationen gewin-
nen, die Ensembleexperimenten grundsätzlich nicht zugänglich sind. Vor allem liefern
Einzelmolekülexperimente nicht nur den Mittelwert einer Messgröße, sondern erlau-
ben es vielmehr, die Verteilung dieser Messgröße direkt aus den einzelnen Elementen
aufzubauen.
Ein zentrales Anliegen dieser Arbeit ist es daher, die Fähigkeiten der Einzelmole-
küldetektion für die Untersuchung von eingeschränkten und gescherten Flüssigkeits-
ﬁlmen in einem SFA nutzbar zu machen. Damit soll es möglich werden, die Bewegung
einzelner Moleküle in einer Flüssigkeit zu beobachten und mit makroskopischen Grö-
ßen der Kontinuumsmechanik in Verbindung zu bringen.
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Gliederung der Arbeit
Die vorliegende Arbeit ist wie folgt gegliedert:
 Kapitel 2 beschreibt die Grundlagen und den aktuellen Forschungsstand auf dem
Gebiet des Surface-Forces-Apparatus und der Einzelmoleküldetektion. Es wer-
den außerdem die Struktur in Flüssigkeiten, grundlegende Ideen der Diﬀusion,
die Prinzipien des Trackings einzelner Moleküle und die Dynamik in gescherten
Flüssigkeitsﬁlmen behandelt. Die Analyse der Schrittweitenverteilung wird als
Erweiterung der Analytik für Einzelmolekülexperimente vorgestellt.
 Kaptitel 3 zeigt detailliert die experimentellen Aufbauten. Außerdem werden
in diesem Kapitel die Herstellung der Substrate und Proben erklärt und einige
technische Aspekte der Datenanalyse erläutert.
 Kapitel 4 beschreibt die Ergebnisse wichtiger Vorexperimente.
 Die Resultate der erarbeiteten Methoden und Experimente bei der Untersu-
chung ungescherter Flüssigkeiten werden in Kapitel 5 dargelegt.
 Im 6. Kapitel werden erstmalig Experimente zur Detektion einzelner Moleküle
in gescherten Flüssigkeitsﬁlmen in einem SFA und deren Resultate beschrieben.
 Eine Zusammenfassung der Arbeit und die sich daraus ergebenden, weiterfüh-
renden Fragestellungen sind in den letzten beiden Kapiteln zu ﬁnden.
Kapitel 2
Experimentelle und theoretische
Grundlagen
2.1 Eigenschaften von Flüssigkeiten
2.1.1 Die räumliche Struktur von Flüssigkeiten
Werden zwei isolierte Atome, Moleküle oder Ionen nahe genug zusammengebracht,
verspüren beide Partikel eine Kraftwirkung. Diese zwischenmolekulare Kraft oder
Wechselwirkung kann eine Vielzahl von Ursachen haben, so beispielsweise elektro-
statische Anziehung geladener Teilchen, die Dipol-Dipol-Wechselwirkung polarer Mo-
leküle oder auch die van-der-Waals-Wechselwirkung. Obwohl sämtliche zwischenmo-
lekularen Kräfte der elektromagnetischen Wechselwirkung zuzuordnen sind, gibt es
kein einheitliches Modell, welches all die verschiedenen Aspekte zu einem einzigen
Potential zusammenfasst. Daher werden mathematisch einfache Potentiale für ganz
spezielle Situationen benutzt, die sich mehr oder weniger gut bewährt haben. Ein
solches Potential der zwischenmolekularen Wechselwirkung ist das Lennard-Jones-
Potential (Abbildung 2.1):
W (r) = 4
[
(σ/r)12 − (σ/r)6] (2.1)
Die beiden Parameter  und σ bestimmen dabei die Stärke der Kraftwirkung und de-
ren Reichweite. Die wirkende Kraft berechnet sich daraus als F (r) = −∂W (r) /∂r.
Für F (r) = 0 ergibt sich der Gleichgewichtsabstand rggw = 6
√
2σ, wodurch der Radi-
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r
Abbildung 2.1: Lennard-Jones-Potential für die Wechselwirkung zwischen zwei isolierten
Molekülen als Funktion ihres Abstandes (schwarz) und die daraus resultierende Kraft (rot).
us der Moleküle deﬁniert ist. Dieser Radius ist der einzige Parameter, mit dem das
Wechselwirkungspotential die Kristallstruktur eines aus den entsprechenden Molekü-
len aufgebauten Festkörpers beeinﬂusst.
Kristalline Festkörper besitzen eine langreichweitige Ordnung, die sich durch trans-
lationssymmetrische Wiederholung einer Elementarzelle auszeichnet. Bei einer Tem-
peratur von 0K ﬁndet keinerlei thermisch aktivierte Bewegung der einzelnen Bau-
steine (Moleküle) mehr statt, und sie beﬁnden sich exakt an den durch die Kristall-
symmetrie vorgegebenen Positionen. Für die Abstände zu den nächsten Nachbarn
ergeben sich damit charakteristische Werte. Für eine kubisch-ﬂächenzentrierte Sym-
metrie (fcc-Struktur), wie sie beispielsweise in festem Kupfer vorliegt, ergeben sich
daher für jedes Molekül zwölf nächste Nachbarn in einem Abstand r1 = a (für Kup-
fer ist a = 0.362nm), sechs übernächste Nachbarn im Abstand r2 =
√
2a sowie 24
weitere Nachbarn mit r3 =
√
3a. In Abbildung 2.2a ist die Anzahl n der Nachbarn
als Funktion des Abstandes r von einem beliebigen Referenzmolekül aufgetragen.
Für einen perfekten Kirstall ﬁndet man in dieser Darstellung bis zu beliebig großen
Abständen diskrete Linien, der Kristall besitzt eine langreichweitige Struktur. Für
höhere Temperaturen T , die aber kleiner als die Schmelztemperatur Tm des Materials
sind, werden sich alle Moleküle um die eben beschriebenen Positionen herum bewe-
gen. Durch die Anharmonizität des Wechselwirkungspotentials vergrößert sich dabei
der mittlere Abstand zwischen den Nachbarn leicht (weniger als 5 %), das Material
dehnt sich aus. Es ist nicht mehr möglich, die Abstände im Kristall mit den Zahlen
der nächsten Nachbarn exakt zu beschreiben. Vielmehr wird die Darstellung in Ab-
bildung 2.2a zu einer Wahrscheinlichkeitsdichte p (r) als Funktion des Abstandes r
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Abbildung 2.2: Anzahl der Moleküle, die in einem bestimmten Abstand r von einem
Referenzmolekül zu ﬁnden sind für einen kubisch-ﬂächenzentrierten Kristall bei 0K (a) und
bei höherer Temperatur (b). Gezeigt sind nur kleine Abstände (r < 3 · a) (Abbildungen
nach [37]).
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Abbildung 2.3: Radiale Verteilungsfunktion in einer Flüssigkeit (a), schematisch. Für große
Abstände gilt ρ (r) /ρ0 = 1. Das sich daraus ergebende Potential (potential of mean force)
ist schematisch in (b) dergestellt (Abbildungen nach [37]).
von einem Referenzmolekül im Kristall, wie sie in Abbildung 2.2b dargestellt ist. Die
diskreten Abstandswerte werden damit durch eine Dichteverteilungsfunktion ρ (r) er-
setzt, deren Mittelwert der Dichte ρ0 des Materials entspricht. Nach wie vor gelingt
diese Beschreibung auch für beliebig große Abstände.
Erreicht die Temperatur aber die Schmelztemperatur des Materials, verändert
sich die Dichteverteilungsfunktion ρ (r) deutlich (Abbildung 2.3a). Die Struktur geht
aber auch in der ﬂüssigen Phase nicht vollkommen verloren. Nach wie vor gibt es
in der unmittelbaren Nähe eines Referenzmoleküls bestimmte bevorzugte Abstände
(ρ (r) > ρ0) und benachteiligte Abstände (ρ (r) < ρ0) zu den nächsten Nachbarn. Das
bedeutet, dass jetzt die erste Schale um das zentrale Molekül herum aus etwas weni-
ger Nachbarn besteht, etwa neun bis elf anstatt zwölf Nachbarn wie im Kristall. Die
übernächsten Nachbarn werden sich ebenso um die erste Schale an Nachbarn herum
anordnen, allerdings mit einem noch kleineren Grad an Korrelation. Diese radial-
symmetrische Nahordnung geht mit einer Halbwertslänge von nur wenigen Schalen
verloren, ρ (r) konvergiert sehr schnell gegen ρ0. Für Flüssigkeiten wird ρ (r) /ρ0 oft
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als radiale Veteilungsfunktion oder Paarkorrelationsfunktion bezeichnet. Damit wird
klar, dass eine Flüssigkeit in der Nähe eines Moleküls oder einer Oberﬂäche kein struk-
turloses Kontinuum ist. Ein Ausdruck dieser Flüssigkeitsstruktur ist die Kraftwirkung,
die ein Flüssigkeitsmolekül in der Nähe eines anderen Moleküls erfährt. Diese Kraft
wird oft durch ein Potential beschrieben, das Potential der mittleren Kraft (potential
of mean force) (Abbildung 2.3b). Mit der Boltzman-Relation
Wpmf (r) = −kBT · ln
[
ρ (r)
ρ0
]
(2.2)
ergibt sich das Potential der mittleren Kraft direkt aus der radialen Verteilungsfunk-
tion ρ (r) /ρ0. Dieses Potential weist lokale Maxima und Minima auf, es gibt also
energetisch begünstigte Abstände in einer Flüssigkeit. Für genügend große Abstände
ist Wpmf (r) = 0, eine Flüssigkeit besitzt keine langreichweitige Struktur.
Das Potential der mittleren Kraft für Moleküle in einer Flüssigkeit darf aller-
dings nicht mit deren Wechselwirkungspotential untereinander verwechselt werden.
Wpmf (r) resultiert aus einer Vielteilchenwechselwirkung, das schon beschriebeneWech-
selwirkungspotential (Abbildung 2.1) ist hingegen das Resultat einer Zweiteilchen-
wechselwirkung. Damit ist das Potential der mittleren Kraft in einer Flüssigkeit letzt-
lich eine Konsequenz des molekularen Wechselwirkungspotentials, beide sind aber
nicht identisch.
Die Struktur in Flüssigkeiten wird besonders an festen Grenzﬂächen sichtbar. Dort
folgt die Nahordnung der Flüssigkeitsmoleküle der Symmetrie der Grenzﬂäche, und es
bilden sich ausgedehnte Flüssigkeitsschichten entlang der Oberﬂäche (Abbildung 2.4).
Solche Schichten wurden mit Röntgenreﬂektometrie [3841] und mit Ellipsometrie in
Benetzungsexperimenten [20,4245] bereits direkt beobachtet und nachgewiesen. Die
erste dieser Schichten beﬁndet sich dabei direkt am Substrat. Die Flüssigkeitsmolekü-
le dieser Schicht unterliegen demzufolge auch einem veränderten Wechselwirkungspo-
tential W surf . Die Dynamik der Bewegung der Flüssigkeitsmoleküle wird allerdings
nur vom Potential der mttleren Kraft W surfpmf bestimmt. Auch hier besteht wieder-
um das Problem, dass sich W surfpmf nicht direkt aus den Wechselwirkungspotentialen
berechnen lässt. Es hat sich allerdings gezeigt, dass für ein konkretes Molekül der Flüs-
sigkeitWpmf hauptsächlich von den Wechselwirkungspotentialen der nahen Nachbarn
abhängig ist. Damit wird sich W surfpmf nur bis zu einem Abstand dinter von einigen Mo-
leküldurchmessern von Wpmf für die Volumenﬂüssigkeit unterscheiden. Bei genügend
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Abbildung 2.4: Die Struktur einer Flüssigkeit an einer festen Grenzﬂäche, schematisch.
Die Nahordnung folgt der Symmetrie des Substrates, es bilden sich Flüssigkeitsschichten. Die
Verteilungsfunktion bleibt nahezu unverändert bestehen. Auf Grund des Substrates spürt
aber die erste Lage der Flüssigkeitsmoleküle ein verändertes Wechselwirkungspotential.
großen Abständen hat das Substrat keinen Einﬂuss mehr und es gilt
W surfpmf (d) = Wpmf∀d dinter (2.3)
Die Dynamik in einer Flüssigkeit kann also durch die Anwesenheit einer festen Grenz-
ﬂäche verändert sein. Direkt damit verknüpft ist die Viskosität (siehe Abschnitt 2.1.2)
der Flüssigkeit, welche somit in der Nähe eines Substrates verändert sein kann. Ins-
besondere wird die Beweglichkeit der Moleküle in der Nähe der Grenzﬂächen nicht
mehr für alle Raumrichtungen gleich sein. Sie ist vielmehr anisotrop. Damit wird sich
die Diﬀusionskonstante für Bewegung senkrecht zur Oberﬂäche von der Diﬀusions-
konstante für die Bewegung entlang der Oberﬂäche unterscheiden.
Die klassische Kontinuumsmechanik beschreibt eine Flüssigkeit als strukturlosen
Raumbereich mit Hilfe der Navier-Stokes-Diﬀerentialgleichungen. Mit dieser Sicht-
weise lassen sich die eben diskutierten Vorgänge nicht beschreiben, die Kontinuums-
mechanik ist nur für genügend große Volumina gültig. Werden die Abmessungen des
Systems in mindestens einer Dimension klein genug, muss hingegen berücksichtigt
werden, dass die Flüssigkeit aus einzelnen Molekülen besteht.
Werden die Flüssigkeitsmoleküle in einem Film zwischen zwei Substraten einge-
schlossen, kommt es zur Interferenz der Nahordnungen, welche an jeder der beiden
Grenzﬂächen vorliegt (Abbildung 2.5). Das Potential der mittleren Kraft kann da-
durch direkt als Strukturkraft gemessen werden. Diese wirkt einer Veränderung des
Abstandes der Substrate entgegen und muss durch eine äußere Kraft überwunden
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Abbildung 2.5: Struktur eines eingeschränkten Flüssigkeitsﬁlmes und die sich daraus er-
gebende Verteilungsfunktion. Die durch die beiden Substrate induzierten Nahordnungen
interferieren und W surfpmf (r) wird als makroskopische Strukturkraft messbar.
v
d
A
F
Abbildung 2.6: Schema der Scherexperimente in einer Couette-Strömung. F ist die Kraft,
die zum Bewegen der oberen Platte mit der Geschwindigkeitv nötig ist. A gibt die Größe
der Kontaktﬂäche zur Flüssigkeit und d die Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes an.
werden. Ein derartiges Experiment kann mit einem Surface-Forces-Apparatus (SFA)
durchgeführt werden, welcher in einem späteren Abschnitt ausführlich beschrieben
wird.
2.1.2 Die Viskosität von Flüssigkeiten
Eine wesentliche Eigenschaft einer jeden Flüssigkeit ist deren Viskosität, welche ein
Maß für die Fließfähigkeit ist. Die Viskosität sorgt dafür, dass sich in einer Flüs-
sigkeit, auf die eine konstante Schubspannung τ einwirkt, eine konstante Scherrate
γ˙ > 0 einstellt. Für den Fall einer einfachen Scherströmung zwischen parallelen Plat-
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ten (Couette-Strömung) sind beide Größen gegeben durch
τ =
F
A
und γ˙ = v
d
(2.4)
wobei F die lateral an einer Platte angereifende Kraft, A die Größe der Kontaktﬂäche
zur Flüssigkeit, v der Geschwindigkeitsunterschied beider Platten und d der Abstand
beider Platten zueinander ist (Abbildung 2.6). Gilt τ ∼ γ˙, spricht man von einer
newtonschen Flüssigkeit, und der Proportionalitätsfaktor
µ =
τ
γ˙
(2.5)
ist die Scherviskosität oder einfach Viskosität der Flüssigkeit. Im Allgemeinen ist der
Quotient
τ
γ˙
= η(γ˙) (2.6)
aber eine Funktion der Scherrate γ˙. Diese Funktion beschreibt ebenfalls die Viskosi-
tät, doch sie wird zur Unterscheidung von der Viskosität der newtonschen Flüssigkeit
mit η bezeichnet. Wird ein ganz konkretes Experiment zur Messung der Viskosität
durchgeführt, bestimmt man η immer bei einer ganz konkreten Scherrate γ˙. η ist
daher immer eine eﬀektive Viskosität, da sie zunächst von den ganz konkreten expe-
rimentellen Bedingungen abhängt. Ist η(γ˙) = const = µ für alle Scherraten, spricht
man wiederum von einer newtonschen Flüssigkeit.
Die Viskosität ist eine intrinsische Eigenschaft einer Flüssigkeit, welche aus der
Beschreibung der Flüssigkeit als Kontinuum hervorgeht. Werden die Dimensionen der
Flüssigkeit allerdings klein genug (einige Moleküldurchmesser), ist diese Kontinuums-
beschreibung nicht mehr anwendbar. Vielmehr muss diese durch eine Beschreibung
ersetzt werden, welche die Struktur der Flüssigkeit und damit die zwischenmolekula-
ren Wechselwirkungspotentiale beinhaltet. Dieser Übergang von der Kontinuums- zur
Molekularmechanik in einer Flüssigkeit ist für alle Systeme notwendig, deren Größe
mit der Größe der Flüssigkeitsmoleküle vergleichbar ist. Das ist beispielsweise für ein-
geschränkte Flüssigkeitsﬁlme in einem Surface-Forces-Apparatus, für mikroﬂuidische
Anwendungen und auch für die unmittelbare Umgebung eines festen Substrates der
Fall. Für die vorliegende Arbeit ist also ein Verständnis der Flüssigkeit auf molekularer
Ebene erforderlich, auch wenn dieses Bild bisher noch nicht vollständig ausgearbeitet
wurde. Der Zusammenhang zwischen der kontinuumsmechanischen Größe Viskosität
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und den molekularen Wechselwirkungspotentialen in einer Flüssigkeit soll nun kurz
skizziert werden, auch wenn eine exakte Deﬁnition der Viskosität auf molekularer
Ebene die Ziele dieser Arbeit übersteigt.
Die Viskosität einer Flüssigkeit ist durch die Reibung der Flüssigkeitsmoleküle
untereinander bestimmt. Für ein beliebiges Molekül entspricht das gerade derjeni-
gen Kraft, welche notwendig ist, dieses Molekül in der Flüssigkeit zu verschieben.
Diese Kraft wird durch das Potential der mittleren Kraft Wpmf beschrieben und
ist damit auch vom Wechselwirkungspotential W zwischen einzelnen Flüssigkeits-
molekülen abhängig. Die kontinuumsmechanische Viskosität ergibt sich also aus den
zwischenmolekularen Wechselwirkungspotentialen in der Flüssigkeit, auch wenn hier
kein direkter analytischer Zusammenhang angegeben werden kann. Wie bereits ge-
zeigt, ist das Wechselwirkungspotential zwischen Flüssigkeitsmolekül und Substrat
ein anderes als zwischen zwei Flüssigkeitsmolekülen. Daher wird sich das Potential
der mittleren Kraft W surfpmf bis zu einem Abstand d < dinter (Gleichung 2.3) von Wpmf
der Volumenﬂüssigkeit unterscheiden. Damit ist auch die Reibung zwischen den Flüs-
sigkeitsmolekülen in der Nähe einer festen Oberﬂäche eine andere als im Volumen
der Flüssigkeit. Man kann also sagen, dass sich die Viskosität ηsurf in der Nähe eines
festen Substrates von der Viskosität ηbulk der Volumenﬂüssigkeit unterscheiden wird.
Da wie eben gezeigt die Viskosität einer Flüssigkeit auf molekularer Ebene räum-
lich nicht konstant ist, wird das Ergebnis einer Messung immer von charakteristischen
Abmessungen des Experimentes abhängig sein. Um das Resultat einer Viskositätsmes-
sung begriich von der tatsächlich in der Flüssigkeit vorliegenden Viskosität deutlich
unterscheiden zu können, werden für den weiteren Verlauf der vorliegenden Arbeit alle
Ergebnisse einer Viskositätsmessung als eﬀektive Viskosität ηeff bezeichnet. Die tat-
sächlich in der Flüssigkeit vorliegende Viskosität wird hingegen Viskosität η genannt.
Nur unter geeigneten experimentellen Bedingungen (genügend große Abmessungen
des Experimentes) gilt ηeff = η.
2.2 Der Surface-Forces-Apparatus
2.2.1 Allgemeines
Der Surface-Forces-Apparatus (SFA, die Übersetzung Oberﬂächenkraftgerät ist nicht
gebräuchlich) wurde 1969 von Tabor et. al. [46] erstmals realisiert und später vor allem
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Abbildung 2.7: Der grundlegende Aufbau eines Surface-Forces-Apparatus (SFA). Durch
das Zusammenpressen der beiden Oberﬂächen wird die Flüssigkeit im SFA bis auf eine Dicke
von nur wenigen Moleküllagen eingeschränkt.
von Israelachvili et. al. [47,48] intensiv genutzt. Seitdem wurden zahlreiche Verbesse-
rungen und Erweiterungen [4951] entwickelt und für vielfältige Untersuchungen der
Wechselwirkungen an der Fest-Flüssig-Grenzﬂäche genutzt.
Mit einem SFA lassen sich Flüssigkeitsﬁlme auf einer Fläche von einigen µm2 in
kontrollierter Weise auf eine Dicke von nur wenigen Nanometern einengen (Abbildung
2.7). Dazu werden zwei feste, glatte Oberﬂächen, welche das Flüssigkeitsvolumen dann
begrenzen, gegeneinander gepresst. Misst man während eines solchen Experimentes
sowohl die momentane Filmdicke als auch die angewandte Presskraft, lässt sich die
Oberﬂächenkraft (surface force) als Funktion des Abstandes direkt ablesen, welche
dabei die Wechselwirkungsenergie zwischen den beiden festen Körpern beschriebt.
Für Experimente im SFA werden häuﬁg gekreuzte Zylinder eingesetzt, welche einen
Punktkontakt der beiden Oberﬂächen erlauben. Für diese spezielle Geometrie ergibt
sich aus der Oberﬂächenkraft F für eine Filmdicke d nach einer Näherung von Der-
jaguin [52,53] die Flächendichte der Wechselwirkungsenergie E
E (d) =
F (d)
2piR
(2.7)
wobei der Krümmungsradius R der Oberﬂächen viel größer als die Filmdicke d und
die Reichweite der Kraft F sein muss. Damit ergibt sich die gleiche Wechselwir-
kungsenergie wie für eine Anordnung aus ebener Fläche und Kugel. Diese Nähe-
rung für die Kraft-Abstands-Kurve F (d) wurde bereits für elektrische Doppelschicht-
Kräfte [48, 54], van-der-Waals-Kräfte [46, 55] und Adhäsionskräfte [56] auf ihre Gül-
tigkeit hin überprüft. Mit einem SFA wurden auch erstmals Strukturkräfte in Flüs-
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sigkristallen [57] und in unpolaren Flüssigkeiten nachgewiesen [24]. Versucht man
einen Flüssigkeitsﬁlm mit einer Dicke von wenigen Nanometern (entspricht einigen
Moleküldurchmessern) weiter zu verkleinern, sind diese Strukturkräfte oszillierend re-
pulsiv und attraktiv, wobei die Amplitude sehr schnell mit der Filmdicke abnimmt.
Sie zeigen somit die Grenze der Beschreibbarkeit einer Flüssigkeit als strukturloses
Kontinuum auf. Solche Kräfte wurden vorher nur für Wasser vermutet [58, 59] und
später auch als Hydrationskräfte (hydration forces) nachgewiesen [48,54,60,61]. Diese
Kräfte kann man als Zeichen einer Schichtbildung in der Flüssigkeit nahe der Ober-
ﬂäche verstehen. Möchte man den Film also beispielsweise von einer Schichtdicke
von n Moleküldurchmessern auf n− 1 Durchmesser verkleinern, wird dieser zunächst
der äußeren Kraft eine repulsive Strukturkraft entgegenstellen, bis dann plötzlich eine
ganze Moleküllage aus dem Film verdrängt wird und sich die Filmdicke sehr schnell in
einem Schichtübergang (layering transition [62]) verkleinert. Die stabilen Filmdicken
mit ganzzahligem n sind also energetisch begünstigt (entspricht attraktiver Struk-
turkraft) und durch repulsive Potentialberge (analog zu einer Aktivierungsenergie)
voneinander getrennt. Um einen Schichtübergang zu bewirken, muss zunächst dieser
Potentialberg durch die äußere Kraft überwunden werden.
Diese in der Nähe fester Grenzﬂächen veränderte Struktur einer Flüssigkeit wird
sich auch in der Dynamik der Molekülbewegungen niederschlagen. Konsequenterwei-
se wurden an eingeschränkten Filmen in einem SFA Messungen der Scherviskosität
durchgeführt. Mit einer Variation der Filmdicke kann man den Anteil der Volumen-
ﬂüssigkeit innerhalb des Spaltes im SFA einstellen. Ein dicker Film besitzt einen
größeren Anteil an Volumenﬂüssigkeit als ein dünner Film, welcher im wesentlichen
die Eigenschaften der Grenzschichten zeigen wird. Um solche Schermessungen durch-
zuführen, kann man die beiden festen Oberﬂächen relativ zueinander bewegen und
dadurch einen Scherﬂuss in der Flüssigkeit erzeugen. Die dabei von einer zur an-
deren Grenzﬂäche übetragene Kraft ist ein Maß für die Viskosität der Flüssigkeit
im Spalt. Solche Reibungsmessungen wurden für Wasser [63], Octamethylcyclotetra-
siloxan (OMCTS) [2628], Cyclohexan [26, 64], n-Oktan [26], n-Tetradekan [26, 65],
Squalan [9, 15], PAO (Poly-Alfa-Oleﬁne), Exxsyn [9] und auch für unverzweigte Al-
kohole [11, 66] zwischen atomar glatten Oberﬂächen aus Mica durchgeführt. Aus der
Beobachtung des zeitlichen Verlaufes der Schichtübergänge kann ebenfalls die eﬀektive
Viskosität der Flüssigkeit gewonnen werden [11,6769]. Schon allein diese Vielzahl von
Experimenten zeigt das enorme Interesse an den damit bearbeiteten Fragestellungen.
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Außerdem wird deutlich, dass bis heute noch kein vollständiges Bild der molekularen
Dynamik in diesen eingeschränkten Flüssigkeitsﬁlmen existiert. Die Frage nach den
Unterschieden in der eﬀektiven Viskosität zwischen der Volumenﬂüssigkeit und der
Flüssigkeit an den festen Grenzﬂächen wird dementsprechend sehr kontrovers beant-
wortet. In [26, 27] zeigte sich in der Grenzschichtﬂüssigkeit eine eﬀektive Viskosität,
welche eher einem Festkörper entsprechen würde. Bei einer allmählichen Verringerung
der Filmdicke fand ein sehr plötzlicher Übergang von niedriger Viskosität (ﬂüssig) zu
einer hohen Viskosität (fest) statt. Diese Änderung der Viskosität erstreckte sich für
eine minimale Änderung der Filmdicke über mehr als acht Größenordnungen [26,27].
Diese drastische Änderung würde einem Phasenübergang der ersten Ordnung entspre-
chen, also einer Verfestigung durch Einengen. In anderen Experimenten [28], die unter
vergleichbaren Bedingungen stattfanden, wurde jedoch ein allmähliches Anwachsen
der eﬀektiven Viskosität bei Verringerung der Filmdicke festgestellt. Dieses Verhal-
ten entspricht damit eher einem Phasenübergang der zweiten Ordnung, beispielsweise
dem Glasübergang in Polymeren.
Neueste Studien benutzen Farbstoﬀmoleküle als Tracer in eingeschränkten Filmen
in einem SFA, um mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (ﬂuorescence correlati-
on spectroscopy, FCS) direkt die eﬀektive Viskosität der Flüssigkeit zu messen. Dabei
zeigt sich eine noch weniger drastische Veränderung der eﬀektiven Viskosität als bisher
beobachtet [29]. Diese Methode ist mit den oben beschriebenen Reibungsexperimen-
ten nicht direkt vergleichbar, da sofort die eﬀektive Viskosität in der Flüssigkeit und
nicht nur die übertragene Kraftwirkung gemessen werden kann. Allerdings ist auch
hier die Interpretation der Ergebnisse noch nicht schlüssig.
Ungeachtet der konkreten Situation sind für alle Experimente in einem SFA be-
stimmte Voraussetzungen unabdingbar, welche im Folgenden genauer beschrieben
werden sollen.
2.2.2 Messung der Filmdicke
Eine wesentliche Komponente des SFA ist die Messung der Filmdicke der eingeschlos-
senen Flüssigkeit. Wie oben beschrieben, sind dabei Dicken interessant, welche nur
wenigen Druchmessern eines Flüssigkeitsmoleküls entsprechen. Für die einfache or-
ganische Flüssigkeit OMCTS müssen beispielsweise Abstände mit einer Genauigkeit
deutlich unterhalb 1nm gemessen werden, um einem Schichtübergang entsprechende
Filmdickenänderungen auch detektieren zu können. Es gibt hierzu eine ganze Reihe
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weißes Licht
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Abbildung 2.8: Prinzip der optischen Filmdickenmessung mittels Interferometrie (multi
beam interferometry, MBI)
von verschiedenen Ansätzen.
Die klassische Art der Dickenmessung ist sicherlich die optische Detektion mit-
tels Vielstrahlinterferometrie (multi beam interferometry, MBI). Dazu wird um die
eingeschlossene Flüssigkeit ein Fabry-Perot-Interferometer geschaﬀen, dessen charak-
teristische Transmissionswellenlängen sehr empﬁndlich auf die optische Weglänge im
Inneren reagieren (Abbildung 2.8). Das Signal-zu-Rausch-Verhältnis dieser Spektren
wird durch die Reﬂektivität der das Interferometer begrenzenden Spiegel bestimmt.
Es werden daher meist Silberschichten mit einer Dicke von etwa 50nm (entspricht
einer Reﬂektivität von ca. 90 %) benutzt. Wird die eingeschlossene Flüssigkeit mit
Weißlicht beleuchtet, kann das Transmissionsspektrum des Schichtsystems Spiegel-
Substrat-Flüssigkeit-Substrat-Spiegel aufgenommen und daraus die optische Weglän-
ge zwischen den Spiegeln berechnet werden. Die Konstruktion eines SFA mit derarti-
ger Dickenmessung wird sehr ausführlich von Zäch et. al. [70] beschrieben. Die damit
erreichte Genauigkeit der Bestimmung der Filmdicke wird in [71] mit σl = 0.041nm
angegeben. Eine Variante dieser Art der Dickenmessung ist das spektrale Abbilden,
wie es in [67] beschrieben wird. Dabei wird das Interferometer mit monochromati-
schem Licht beleuchtet und die optische Weglänge wird als transmittierte Intensität
messbar. Dadurch wird es möglich, ortsaufgelöst die Dicke der Flüssigkeit in einem
großen Bereich der Oberﬂächen direkt mit einem Mikroskop zu bestimmen. In [72]
werden an Stelle der Silberschichten dielektrische Vielfachschichten (mehrere alternie-
rende Schichten Al2O3 und TiOx) als Spiegel eingesetzt. Durch geeignete Konstrukti-
on dieser reﬂektierenden Schichten entstehen mehrere spektrale Fenster, welche sich
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stark in ihrer Reﬂektivität unterscheiden. Damit wird es möglich, sowohl MBI (hohe
Reﬂektivität nötig) zur Dickenmessung als auch die Detektion einzelner Farbstoﬀ-
moleküle in der Flüssigkeit (hohe Transmittivität notwendig) praktisch gleichzeitig
durchzuführen.
Für alle Varianten der optischen Dickenmessung sind aber in jedem Falle trans-
parente Substrate und Flüssigkeiten notwendig. Ist diese Voraussetzung nicht erfüllt,
muss eine andere Methode gewählt werden. Die eben beschriebenen Silberschichten
können beispielsweise direkt als elektrisch leitfähige Platten in einer Kondensatoran-
ordnung benutzt werden [73]. Damit wird auch für nichttransparente und elektrisch
nicht leitfähige Substrate und Flüssigkeiten eine Genauigkeit der Dickenmessung er-
reichbar, wie sie für Experimente im SFA notwendig ist. Eine Variante dieser Methode
ist die Benutzung eines externen kapazitiven Positionssensors, wie in [74,75] beschrie-
ben. Dadurch ist die Bestimmung der Filmdicke vollständig von der Art der Substrate
und Flüssigkeiten abgekoppelt. Allerdings erfordert dieser Sensor eine sehr sorgfältige
Kalibration und stellt höhere Anforderungen an die mechanische Stabilität des ganzen
Apparates, da der gemessene Abstand am Sensor nur über mechanische Verbindungen
mit der Dicke der tatsächlich eingeschlossenen Flüssigkeit zusammenhängt.
2.2.3 Messung der angewandten Kraft
Ein zweiter wesentlicher Aspekt der Experimente in einem SFA ist die Messung der
angewandten Kraft, denn sie ist das eigentliche Ergebnis solcher Experimente. Die
dabei benutzte Methode ist erstaunlich einfach und in sämtlichen Realisationen eines
SFA zu ﬁnden (Abbildung 2.9).
Die Kraftmessung wird dabei durch die Messung der Verbiegung einer Feder mit
bekannter Federkonstante kfms bewerkstelligt. Dazu ist eine der beiden Oberﬂächen
fest mit dem Rahmen des SFA verbunden, während die andere Oberﬂäche beweg-
lich konstruiert ist. Diese bewegliche Oberﬂäche ist mit Hilfe einer Feder und einer
Verschiebeeinheit am SFA-Rahmen befestigt. Die Verschiebeeinheit kann unterschied-
lich realisiert sein, es kommen beispielsweise Mikrometerschrauben, Reibungsmoto-
ren, elektrische Bimorphe oder Piezoscanner zur Anwendung. Oft wird eine Kombi-
nation aus mehreren Stufen verwendet, um sowohl die Präzision der Positionierung
als auch die Länge des möglichen Verfahrwegs zu optimieren. Kennt man die Längen-
änderung ∆t der Veschiebeeinheit und misst gleichzeitig die Änderung des Abstandes
∆l der beiden Oberﬂächen, so ist die Änderung der Verbiegung der die bewegliche
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Abbildung 2.9: Prinzip der Kraftmessung in einem SFA. Die Stabilität des Rahmens ge-
währleistet ∆t +∆fms +∆l = 0.
Oberﬂäche tragenden Feder
∆fms = − (∆t +∆l)
Die wirkende Kraft ergibt sich aus dem Hook'schen Gesetz als
∆F = −kfms ·∆fms = kfms · (∆t +∆l) (2.8)
Die Genauigkeit der Messung lässt sich über die verwendete Feder beeinﬂussen und
hängt außerdem von der Genauigkeit der Längenmessungen ab.
Die Anwendung dieser Methode in dem in dieser Arbeit realisierten experimentel-
len Aufbau wird in Abschnitt 3.3.1 noch detaillierter erläutert.
2.2.4 Schermessungen im SFA
In einem Surface-Forces-Apparatus können Schermessungen zur Bestimmung der efek-
tiven Viskosität (siehe Abschnitt 2.1.2) recht einfach durchgeführt werden. Dazu muss
eine der beiden Oberﬂächen nun auch lateral beweglich sein, um eine Scherrate γ˙ im
Flüssigkeitsﬁlm zu erzeugen. Gleichzeitig muss die Scherkraft F gemessen werden,
welche notwendig ist, um eine bestimmte Scherrate zu erzielen. Diese Kraftmessung
kann im Prinzip genauso erfolgen wie in Abschnitt 2.2.3 schon für die Normalkraft
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beschrieben. Somit kann für verschiedene γ˙ die erforderliche Schubspannung τ gemes-
sen werden. Man erhält dann für jedes γ˙ die zugehörige eﬀektive Viskosität ηeff (γ˙)
nach Gleichung 2.6.
Auch andere Experimente (Stokes'sches Fallrohr, Höppler-Viskosimeter) können
die eﬀektive Viskosität einer Flüssigkeit messen. Die später in der vorliegenden Ar-
beit beschriebenen Einzelmolekülmessungen verfolgen die Diﬀusionsbewegung ein-
zelner Fabrstoﬀmoleküle, welche näherungsweise als Kugeln mit einem Durchmesser
von etwa 1nm beschrieben werden können. Für geeignete experimentelle Bedingun-
gen liefern sowohl Schermessungen als auch Tracer-Messungen die gleiche eﬀektive
Viskosität ηeff .
2.2.5 Oberﬂächen für Experimente im SFA
Die schon beschriebenen Eﬀekte an der Fest-Flüssig-Grenzﬂäche, welche beispielswei-
se zu Flüssigkeitsschichten führen, ﬁnden auf einer Längenskala statt, die nur wenigen
Durchmessern eines Flüssigkeitsmoleküles entspricht. Um diese Nahordnungseﬀekte
einzelner Moleküle mit einem makroskopischen Gerät als Kraftwirkung messen zu
können, muss dafür gesorgt werden, dass sich alle lokal vorhandenen Ordnungen im
gesamten beobachteten Bereich der Flüssigkeit (Durchmesser der eingeschränkten Re-
gion ≈ 50µm) konstruktiv überlagern und nicht gegenseitig ausmitteln. Dazu ist ein
Substrat erforderlich, das auf der gleichen Längenskala eine Rauigkeit deutlich unter-
halb des Durchmessers eines Flüssigkeitsmoleküls aufweist. Für die schon beschriebe-
ne optische Filmdickendetektion muss das Substrat außerdem transparent sein. Diese
beiden Anforderungen sind sehr einschränkend, so dass nahezu alle Messungen in
einem SFA mit Oberﬂächen bestehend aus Muscovite Mica (Glimmer) durchgeführt
wurden. Muscovite Mica (Chemische Zusammensetzung KAl2Si3AlO10(OH)2) ist ein
natürlich vorkommendes, ionisches Mineral. Es ist als dünnes Plättchen (d ≈ 1mm)
kommerziell in verschiedenen Reinheiten und Kristallqualitäten erhältlich und wird
als Isolatormaterial in elektronischen Schaltungen eingesetzt. Muscovite Mica besitzt
eine Schichtstruktur mit einer Periodizität von etwa 1nm von Lage zu Lage (Abbil-
dung 2.10). Benachbarte Lamellen haften allein durch elektrostatische Anziehung mit
einer dazwischen liegenden Lage von Kaliumionen aneinander. Entlang dieser Schich-
ten kann der Kristall sehr leicht gespalten werden, so dass dann atomar glatte Oberﬂä-
chen entstehen. Dieses Spalten kann nach der Methode von Frantz und Salmeron [76]
erfolgen. Wird ein Mica-Plättchen auf der Unterlage ﬁxiert und auf der Oberseite ein
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Abbildung 2.10: Struktur von Muscovite Mica. Es sind drei Beispiele für Spaltﬂächen
eingezeichnet: (a) Die bevorzugte horizontale Spaltﬂäche ist eine Lage von Kaliumionen (b)
Auch andere horizontale Spaltﬂächen wurden beobachtet (c) Vertikale Spaltﬂäche
Stück Klebeband befestigt, kann man durch sorgfältiges Abziehen des Klebebandes
sehr leicht glatte, stufenfreie, neue Mica-Oberﬂächen erzeugen. Diese Methode hat
sich in Vergleichsuntersuchungen älteren Varianten der Präparation deutlich überle-
gen gezeigt, da die so hergestellten Oberﬂächen frei von Nanoclustern sind, wie sie
beispielsweise durch Spalten mit einem glühenden Platindraht enstehen [77].
Durch das Spalten wird die Monolage Kaliumionen auf zwei dann hydrophile Ober-
ﬂächen aufgeteilt. Im Mittel wird also jede neue Oberﬂäche zur Hälfte mit Kaliumio-
nen bedeckt sein. Wie aber diese Aufteilung genau aussieht und wie die Kaliumionen
auf den neuen Oberﬂächen tatsächlich angeordnet sind, ist unbekannt. In [78] wurden
bei Experimenten mit einem AFM festgestellt, dass es unter bestimmten Umstän-
den gelingen kann, Mica auch entlang anderer Kristallschichten zu spalten. Dadurch
entstehen Oberﬂächen mit vollständig anderer chemischer Zusammensetzung, welche
dann auch andere Wechselwirkungen mit einer Flüssigkeit eingehen können. Ob sol-
che anderen Oberﬂächentypen auf Mica durch Spalten nach [76] hervorgerufen werden
können, ist nicht bekannt, kann aber genausowenig ausgeschlossen werden. Besonders
an Unregelmäßigkeiten der Spaltﬂäche (z.B. Oberﬂächenstufen) kann somit mögli-
cherweise eine andere Oberﬂächenchemie als auf ungestörtem Mica vorliegen. Auch
das Spalten entlang anderer Kristallachsen (z.B. an makroskopischen Stufen) wird ei-
ne veränderte chemische Zusammensetzung der Oberﬂäche hervorrufen, so dass auch
senkrecht zur Lage der Kaliumionen liegende Spaltﬂächen andere Wechselwirkungen
mit einer Flüssigkeit erwarten lassen.
In vielen Experimenten mit einem SFA wird Mica direkt nach dem Spalten ver-
wendet. Es ist allerdings auch möglich, die neuen Oberﬂächen zunächst chemisch zu
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modiﬁzieren, um deren Eigenschaften kontrolliert zu beeinﬂussen. So können die Ka-
liumionen an der Oberﬂäche durch andere Ionen ersetzt werden [79]. Es können auch
organische Adsorbate wie CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) an die Spaltﬂä-
che angelagert werden [56], um eine hydrophobe Oberﬂäche zu erzeugen.
2.3 Diﬀusionsvorgänge
Sämtliche Partikel in Gasen oder Flüssigkeiten führen auf Grund thermisch aktivierter
Stoßprozesse eine stochastische Bewegung aus. Diese Bewegung wird für ein Ensemble
als Partikelströmung sichtbar, welche stets zu einem Ausgleich von Konzentrations-
unterschieden führt. Sowohl die zufällige Bewegung einzelner Partikel als auch die
Ausgleichsströmung in einem ganzen Partikelensemble werden als Diﬀusion bezeich-
net. Im folgenden Abschnitt sollen die grundlegenden Begriﬀe und Eigenschaften von
diﬀundierenden Objekten beschrieben werden.
2.3.1 Diﬀusion in isotropen Medien
Diﬀusion im mikroskopischen Bild bezeichnet die stochastische Bewegung einzelner
Partikel auf Grund einer Vielzahl einzelner Wechselwirkungsereignisse (Stöße) mit
anderen Partikeln in einem Medium. Eine solche Bewegung ist ein Zufallspfad (Ran-
dom Walk) von unabhängigen Schritten der Länge d während des Zeitintervalls τ in
jeder Richtung des n-dimensionalen Raumes. Für ein bei x = 0 und t = 0 gestarte-
tes Teilchen ist die Wahrscheinlichkeitsdichte p(x, t), dieses Teilchen nach einer Zeit
t τ mit der Entfernung x vom Koordinatenursprung vorzuﬁnden,
p (x, t) =
( τ
2pid2t
)n/2
exp
(
− x
2τ
2td2
)
(2.9)
Dabei ist x stets der Betrag des n-dimensionalen Verschiebungsvektors ~x.
Auf makroskopischen Skalen, also für ein ganzes Ensemble an Partikeln, ist Dif-
fusion die Bewegung von Teilchen auf Grund eines Konzentrationsgradienten, die
schließlich zu dessen Ausgleich führt. Diese Beobachtung wird durch das 2. Ficksche
Gesetz beschrieben
∂C (~x, t)
∂t
= D
∂2C (~x, t)
∂x2
(2.10)
KAPITEL 2. GRUNDLAGEN 33
Die Lösungen dieser Gleichung haben die Form
C (x, t) = C0 (4piDt)
−n/2 exp
(
− x
2
4Dt
)
(2.11)
Die Analogie zur Lösung des Zufalls-Pfad-Ansatzes (Gleichung 2.9) ist oﬀensichtlich.
Es bleibt zu klären, unter welchen Bedingungen die Wahrscheinlichkeitsdichte p(x, t)
durch die Partikelzahldichte C(x, t) ersetzt werden kann. Dies ist genau dann möglich,
wenn das Zufallsexperiment genügend oft wiederholt wird (Gesetz der großen Zahl).
Für ein einzelnes Partikel ist das im Limes t → ∞ gegeben. Eine analoge Situation
ist die zeitlich endliche Beobachtung eines unendlich großen Ensembles identischer
Partikel. Es ergeben sich die Bedingungen
 ein Partikel, t→∞
 t <∞, großes Ensemble von identischen Partikeln
unter welchen es möglich wird, die mikroskopischen Größen d und τ mit der makro-
skopischen Diﬀusionskonstante D in Verbindung zu bringen (Einstein-Smoluchowski-
Gleichung)
D =
d2
2τ
(2.12)
Reale Messungen genügen diesen Bedingungen natürlich nur unvollständig. Versteht
man die Diﬀusionskonstante D als unveränderbare Eigenschaft einer ganz konkreten
Kombination aus Medium und Partikel, so wird in einer tatsächlichen Messung immer
nur eine Näherung für D bestimmt werden können, deren Abweichung davon abhän-
gig ist, wie gut die obigen Bedingungen erreicht wurden. In welchem Maße sich die
mikroskopische bzw. makroskopische Beschreibungsweise der Diﬀusion auch im Expe-
riment beobachten lassen, ist also nur von der Größe der beobachteten Partikelmenge
abhängig. Für große Ensembles bzw. lange Beobachtungszeiten wird das Verhalten
sehr genau Gleichung 2.11 entsprechen, wohingegen für kleine Ensembles (oder sogar
nur einzelne Partikel) und kurze Beobachtungszeiten eher der stochastische Charakter
der Diﬀusion deutlich werden wird.
Für Experimente mit begrenzter zeitlicher Auﬂösung ∆t lässt sich eine Diﬀusions-
länge ddiff angeben als
ddiff =
√
4 ·D∆t (2.13)
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so dass p(ddiff ,∆t) = 1e · p(0,∆t) gilt. Diese Strecke kann man als die mittlere Ent-
fernung verstehen, welche ein diﬀundierendes Partikel während ∆t zurücklegt. Für
kugelförmige Partikel mit dem Durchmesser a, welche in einer homogenen Flüssigkeit
mit der Viskosität η und der Temperatur T vorliegen, lässt sich die Diﬀusionskon-
stante näherungsweise mit der Stokes-Einstein-Beziehung berechnen:
D =
kBT
6piηa
(2.14)
Damit lässt sich die Diﬀusionskonstante für einzelne Moleküle (Durchmesser 1nm)
in TEHOS (Viskosität 6.8mPa s) bei Raumtemperatur (T = 300K) abschätzen:
Dbulk = 32µm
2/s (2.15)
2.3.2 Diﬀusion in der Nähe einer reﬂektierenden Wand
Eine reﬂektierende Wand verändert die Diﬀusion im angrenzenden Medium auf sehr
einfache Weise, für die diﬀundierenden Partikel sind nicht mehr alle Positionen im
Raum erlaubt. Es sollen aber keine weiteren Wechselwirkungen zwischen Partikel und
Wand (z.B. Adhesion) stattﬁnden. Die Wahrscheinlichkeitsdichte p(x, t) innerhalb der
Wand muss also Null sein. Da natürlich auch weiterhin die Norm ∫∞−∞ p(x, t)dx = 1
gilt, muss p(x, t) außerhalb der Wand genau um den Teil erhöht sein, der innerhalb der
Wand liegen würde. Das wird im Folgenden für eine Dimension genauer betrachtet.
Die reﬂektierende Wand beﬁnde sich bei x = 0, so dass nur noch Positionen mit x > 0
erlaubt sind. Das diﬀundierende Partikel starte bei t = 0 und x = d, d.h. in einem
Abstand d von der reﬂektierenden Wand. Die resultierende Wahrscheinlichkeitsdichte
ist damit nach Gleichung 2.11
p(x, t) =
1√
4piDt
·
[
exp
(x− d)2
4Dt
+ exp
(x+ d)2
4Dt
]∣∣∣∣∣
∞
0
(2.16)
für alle x > 0 die Summe aus zwei Gaußfunktionen, für alle x < 0 ist p(x, t) = 0
(Abbildung 2.11).
Allein durch dieses Umklappen der Wahrscheinlichkeitsdichte ergibt sich eine
erhöhte Wahrscheinlichkeit, ein Partikel nahe der Wand zu ﬁnden. Das resultiert
einzig und allein aus den veränderten Randbedingungen und entsteht nicht durch
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Abbildung 2.11: Wahrscheinlichkeitsdichte p(x,∆t) für eindimensionale Diﬀusion an einer
reﬂektierenden Wand. Die Parameter für die Darstellung sind d = 1, D = 0.3 und ∆t = 1.
Die schwarzen Kurven sind Gaußfunktionen und repräsentieren die beiden Summanden in
Gleichung 2.16. Die Summe aus beiden ergibt p(x,∆t) für x > 0 (rote Kurve). Für x < 0
gilt p(x,∆t) = 0.
irgendeine physische Wechselwirkung der Partikel mit der Wand. Möchte man nach
wie vor die Diﬀusionskonstante aus der Varianz von p(x, t) bestimmen, wird sich nun
ein systematischer Fehler ergeben, da die vorliegende Verteilung keine Gaußfunktion
mehr ist. Diese scheinbare DiﬀusionskonstanteD∗ wird in der Nähe der reﬂektierenden
Wand kleiner als die tatsächliche Diﬀusionskonstante D sein, da die Varianz von
p(x, t) kleiner als die der zu Grunde liegenden Gaußfunktion ist. Die Abhängigkeit
dieser scheinbaren Diﬀusionskonstante D∗ von der Startentfernung d des Partikels ist
in Abbildung 2.12 zu sehen.
Als sehr nützlich erweist es sich, die Wahrscheinlichkeitsverteilung p(x, t) in zwei
Teile zu zerlegen, in dem man sie genau bei x = d teilt. Man berücksichtigt damit
für x (∆t) < d nur jenen Teil der Partikel, welche sich während ∆t der Wand annä-
hern. Analog erhält man für x (∆t) > d genau jene Partikel, welche sich während ∆t
von der Wand entfernen. Die entsprechenden Varianzen seien mit 〈∆x2− (d,∆t)〉 und
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Abbildung 2.12: Scheinbar verlangsamte Diﬀusion an einer reﬂektierenden Wand in Ab-
hängigkeit von der Startentfernung d des diﬀundierenden Partikels von der Wand. Die schein-
bare Diﬀusionskonstante ist D∗ = 12∆t · var [p(x,∆t)]. Das Zeitintervall ∆t ist hier 1. Für
genügend große d ergibt sich somit genau die richtige Diﬀusionskonstante (hier D = 0.3)
wie für die ungestörte Diﬀusion.
〈
∆x2+ (d,∆t)
〉 bezeichnet und ergeben sich aus
〈
∆x2− (d,∆t)
〉
=
∫ d
0
(x− d)2 p (x,∆t) dx∫ d
0
p (x,∆t) dx
(2.17)
und 〈
∆x2+ (d,∆t)
〉
=
∫∞
d
(x− d)2 p (x,∆t) dx∫∞
d
p (x,∆t) dx
(2.18)
Damit erhält man ein Maß für die Mobilität der diﬀundierenden Partikel in der Nähe
einer reﬂektierenden Wand. In Abbildung 2.13 sind beide Größen als Funktion der
Startentfernung d dargestellt.
Der Verlauf für 〈∆x2− (d,∆t)〉 ist leicht verständlich, da Gleichung 2.17 für kleine
d wie d2/3 gegen Null konvergiert. Dieses Verhalten ist vor allem Ausdruck des mit
kleiner werdender Startentfernung d auch abnehmendem Platz für Diﬀusion zur Wand
hin. Damit haben alle Partikel, welche sich nach ∆t näher an der Wand beﬁnden
(x (∆t) < d), eine immer kleiner werdende Strecke zurückgelegt, die daraus berechnete
Mobilität muss zwangsläuﬁg abnehmen. Für d > 2 nähert sich 〈∆x2− (d,∆t)〉 wieder
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Abbildung 2.13:Mobilität diﬀundierender Partikel in der Nähe einer reﬂektierenden Wand
geteilt nach Diﬀusion zur Wand hin (links, a) und von der Wand weg (rechts, b). Für die
Berechnung wurden die selben Parameter wie zuvor benutzt (D = 0.3, ∆t = 1). Für große
Abstände d zeigt sich wiederum ungestörte Diﬀusion, für kleine Abstände zur Wand ergeben
sich deutliche Abweichungen.
der Varianz für die ungestörte Diﬀusion an, die Wand hat keine Auswirkungen mehr.
Im Gegensatz dazu weicht 〈∆x2+ (d,∆t)〉 nur wenig von 0.6 (der Varianz der unge-
störten Diﬀusion) ab. Bei d = 0.25 zeigt sich eine Verringerung der Mobilität auf etwa
0.5, die sich auch leicht verstehen lässt. Startet ein Partikel nahe an der Wand, kann
es sich zunächst in Richtung Wand bewegen, um dann nach einer Reﬂektion seinen
Startpunkt bei x = d zu passieren. Damit wird für dieses Partikel auch x (∆t) > d
sein, und es wird in 〈∆x2+ (d,∆t)〉 berücksichtigt. Die als Abstand zum Startpunkt
berechnete Varianz ist allerdings viel kleiner als die wirklich zurückgelegte Strecke,
die nach Gleichung 2.18 gemessene Mobilität wird verringert sein.
Auch wenn die Festlegung dieser Teilung zunächst willkürlich ist und wenig sinn-
voll erscheint, lassen sich experimentell gemessene Mobilitäten genau der hier einge-
führten Aufteilung entsprechend berechnen. Damit ist ein Vergleich zwischen Expe-
riment und Modell sehr einfach möglich.
2.3.3 Diﬀusion in einem Potential
Wird der schon beschriebenen stochastischen Diﬀusion eine gerichtete Bewegung (z.B.
durch ein äußeres Potential W (x)) überlagert, gilt die verallgemeinerte Form von
Gleichung 2.10, die Smoluchowski-Gleichung (siehe [80])
∂p(x, t)
∂t
= D · exp
(
−W (x)
kBT
)
· ∂
∂x
[
exp
(
W (x)
kBT
)
p(x, t)
]
(2.19)
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wobei kB die Boltzmannkonstante und T die Temperatur ist. p(x, t) ist analog zu
Gleichung 2.9 die Wahrscheinlichkeitsdichte, ein Partikel nach der Zeit t in einer
Entfernung x vom Ausgangspunkt der Diﬀusion zu ﬁnden. Für den SonderfallW (x) =
const ergibt sich wieder das 2. Ficksche Gesetz (Gleichung 2.10). Die Lösung der
Gleichung ist für einfache Potentiale analytisch möglich, eine stationäre Lösung (t→
∞) ist immer
pstat(x, t) ∼ exp
(
−W (x)
kBT
)
(2.20)
Aus einer gemessenen Gleichgewichtsverteilung p(x, t → ∞) lässt sich also das zu
Grunde liegende Potential berechnen.
Für ein Potential, welches auf Längeskalen viel kleiner als die beobachtbaren Län-
genskalen rau mit einer Amplitude E ist, lässt sich näherungsweise eine eﬀektive
Diﬀusionskonstante D∗ angeben [81]
D∗ = D · exp
[
−
(
E
kBT
)2]
(2.21)
Obwohl also ein Potential auf der Längenskala der Experimente (z.B. nach Gleichung
2.13 ddiff≈ 250nm) konstant erscheint, kann sich eine reduzierte eﬀektive Diﬀusions-
konstante ergeben. Beispielsweise können feste Grenzﬂächen solch ein raues Potential
mit einer Welligkeit im Bereich von wenigen Nanometern erzeugen.
2.4 Einzelmoleküldetektion
2.4.1 Überblick
Klassische Messungen an Materialien im allerweitesten Sinn arbeiten immer mit einer
sehr großen Anzahl an Molekülen in der zu untersuchenden Probe. Das führt unwei-
gerlich dazu, dass das Ergebnis einer physikalischen Messung nur der Mittelwert der
tatsächlich vorliegenden Verteilung dieses Parameters in der Probe ist. Soll die Form
dieser Verteilung in Erfahrung gebracht werden, ist es zwingend notwendig, die Grö-
ße der untersuchten Probe zu reduzieren. Im Idealfall bedeutet das die Messung von
physikalischen Parametern an einzelnen Molekülen des Materials. Diese Beobachtung
einzelner Moleküle wird Einzelmoleküldetektion (single molecule detection, SMD) ge-
nannt. Damit wird es zum einen möglich, interne Quantenvorgänge dieses Moleküls
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direkt zu beobachten, welche im Ensemble nicht in Erscheinung treten. Zum anderen
werden die Eigenschaften eines einzelnen Moleküls von dessen unmittelbarer Umge-
bung abhängig sein, so dass einzelne Moleküle als Messsonden im Nanometerbereich
verwendet werden können. In der vorliegenden Arbeit werden einzelne Moleküle eines
Fluoreszenzfarbstoﬀes optisch detektiert und lokalisiert und damit als Sonde für die
Dynamik in Flüssigkeiten eingesetzt.
Der Nachweis der Fluoreszenz einzelner Moleküle gelang erstmals vor über 15
Jahren an Phycoerythrin (Protein mit ca. 25 Chromophoren) in einer hydrodynami-
schen Strömung (PBS) bei Raumtemperatur [82] und an einzelnen Chromophoren
von Pentacene in einem para-Terphenyl-Kristall [83, 84] bei Heliumtemperatur. Bei
solch tiefen Temperaturen ist das Absorptionsspektrum von Farbstoﬀmolekülen ex-
trem schmal. Damit kann ein schmalbandiger Laser einzelne Moleküle direkt spektral
adressieren. Obwohl dieses Verfahren technisch sehr aufwändig und nur auf eine kleine
Anzahl an Gast-/Wirtssystemen beschränkt ist, gelangen ein Reihe eindrucksvoller
Experimente mittels spektraler Selektion: der Nachweis spektraler Diﬀusion [85], die
Beobachtung von Photonenbündelung (bunching) [86] und Antibunching [87] in der
Emission einzelner Moleküle, optisch detektierte magnetische Resonanz (ODMR) an
einzelnen Molekülen [88, 89] sowie die direkte Beobachtung von Quantensprüngen
einzelner Moleküle [90].
Bei Raumtemperatur hingegen absorbieren Farbstoﬀmoleküle auf Grund der ho-
mogenen Verbreiterung der Spektrallinien viel breitbandiger. Die Selektion der Emit-
ter kann nur durch eine ausreichend kleine Konzentration im Wirtssystem erreicht
werden, wodurch eine räumliche Adressierung realisiert wird. Anfangs wurden hier-
für optische Nahfeld-Techniken (SNOM) eingesetzt [9193], welche später aber durch
die einfacher zu handhabenden Fernfeld-Methoden abgelöst wurden. Hier haben sich
vor allem die konfokale Mikroskopie [94,95] und später auch die Weitfeldmikroskopie
etabliert [96, 97].
Während Einzelmolekülmessungen anfangs nur an einer recht übersichtlichen An-
zahl an Gast-/Wirtssystemen erfolgreich waren, ist die Detektion einzelner Moleküle
mittlerweile eine vielseitige analytische Methode, mit welcher ein breites Spektrum
an Fragestellungen in Physik, Chemie und Biologie bearbeitet wird. Vor allem durch
die Entwicklung hochempﬁndlicher, kompakter Detektoren auf Halbleiterbasis (bei-
spielsweise Avalanche Photodioden, intensivierte und rückseitig beleuchtete CCDs)
sowie einer Reihe neuer Methoden und Verfahren ist die Vielfalt der heute zugängli-
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chen Systeme sehr groß. Neben einer Fülle organischer Farbstoﬀe (z.B. Xanthene wie
Rhodamin 6G) können auch schwach lumineszierende Proteine (z.B. Lichsammelkom-
plexe) [93], Farbzentren in Festkörpern [98] und auch Halbleiternanopartikel [99101]
als einzelne Quantenobjekte nachgewiesen und untersucht werden. Einen ausführli-
chen Überblick verschaﬀen neuere Übersichtsartikel [3034].
Ein Teilgebiet der Einzelmoleküldetektion benutzt einzelne Farbstoﬀmoleküle als
Sonden für Materialeigenschaften der das Molekül umgebenden Matrix. Es wird da-
bei eine Eigenschaft des Moleküls (Orientierung, Position, Fluoreszenzlebensdauer)
optisch detektiert, welche sensitiv auf Vorgänge im umgebenden Material reagiert.
Neuere Arbeiten mit diesem Ansatz untersuchen unter anderem die Dynamik in Po-
lymeren nahe dem Glasübergang [102104], Transportprozesse in biologischen Syste-
men [105107], Diﬀusion in molekularen Sieben [108, 109], Diﬀusion in nanoporösen
Netzwerken von Sol-Gel-Gläsern [36,110] und die Molekulardynamik in dünnen Flüs-
sigkeitsﬁlmen [35,111].
2.4.2 Photophysik von Fluoreszenzfarbstoﬀen
Die Photophysik der meisten Fluoreszenzfarbstoﬀe lässt sich mit einem vereinfachten
Energieniveauschema beschreiben (Abbildung 2.14), welches lediglich den Grundzu-
stand 1S0, den ersten angeregten Zustand 1S1 des Singulettsystems und den Zustand
3T1 des Triplettsystems berücksichtigt.
Beﬁndet sich das Farbstoﬀmolekül im Grundzustand, kann es ein geeignetes Pho-
ton absorbieren, und die Absorptionsrate ist k12. Danach beﬁndet sich das Molekül
im angeregten Zustand 1S1, höhere Schwingungs- und Rotationszustände relaxieren
durch interne Konversion (internal conversion, IC) sehr schnell (τIC ≈ 10−12s) in
den Schwingungsgrundzustand des elektronischen Systems. Die genaue Schwingungs-
und Rotationsstruktur der elektronischen Zustände kann daher hier unberücksichtigt
bleiben. Vom Zustand 1S1 aus kann das Molekül unter Aussendung eines Fluores-
zenzphotons mit der Rate k21 zurück in den Grundzustand übergehen. Für die hier
verwendeten Farbstoﬀe ist die Lebensdauer des angeregten Zustands k−121 einige 10−9s.
Ebenso ist ein Übergang in das Triplettsystem mit der Rate k23 (inter system cros-
sing, ISC) möglich. Dabei ist aber üblicherweise k23  k21, da das ISC mit einem
optisch verbotenen Spinﬂip-Prozess verbunden ist. Vom Zustand 3T1 aus ist die Rela-
xation zurück in den Grundzustand mit der Rate k31 über ein erneutes ISC oder unter
Aussendung eines Photons (Phosphoreszenz) möglich. Die sich daraus ergebende Le-
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Abbildung 2.14: Vereinfachtes Energieniveauschema eines Farbstoﬀmoleküls (Jablonski-
Diagramm).
bensdauer k−131 liegt je nach Farbstoﬀ im Bereich von 10−6 . . . 100s. Solange sich das
Molekül im Zustand 3T1 beﬁndet, kann es keine Photonen absorbieren. Daher wird
auch die Fluoreszenz durch den Übergang des Moleküls in das Triplettsystem vor-
übergehend verhindert. Die daraus resultierenden Fluktuationen der Fluoreszenzin-
tensität werden dementsprechend als Triplett-Blinken bezeichnet. Auch eine ganze
Reihe weiterer Prozesse können ein Blinken des Moleküls hervorrufen (geladene Zu-
stände, chemische Veränderungen [112]), welche aber hier nicht näher beschrieben
werden sollen.
Ein Teil der durch das Photon des Anregungslichtes in das Molekül eingebrachten
Energie geht immer strahlungslos verloren (z.B. durch IC). Dadurch wird die Emissi-
on eines Farbstoﬀmoleküls im Vergleich zur Anregung immer rotverschoben sein. Für
die Detektion einzelner Farbstoﬀmoleküle bietet sich dadurch die Möglichkeit, mit ge-
eigneten spektralen Filtern Fluoreszenzphotonen von Photonen des Anregungslichtes
zu trennen.
Um eine Abschätzung der Fluoreszenzintensität eines einzelnen Farbstoﬀmole-
küls anzugeben, genügen zwei Parameter, die Fluoreszenzquantenausbeute Φf und
der Absorptionswirkungsquerschnitt σa. Der Absorptionswirkungsquerschnitt gibt ef-
fektiv die Größe einer Fläche an. Triﬀt ein Photon auf diese Fläche, wird es vom
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Farbstoﬀmolekül absorbiert. Mit welcher Wahrscheinlichkeit solch ein absorbiertes
Photon dann zu einem emittierten Fluoreszenzphoton führt, gibt die Quantenaus-
beute Φf an. Für die Fluoreszenzmikroskopie gut geeignete Farbstoﬀe wie Rhodamin
6G oder Rhodamin B haben ein Φf nahe Eins (in [113] wird für beide Farbstoﬀe
Φf = 1.0 angegeben) und einen großen Absorptionsquerschnitt (für Rhodamin 6G
wird in [114] σa = 3.8 · 10−16cm2 angegeben). Bei resonanter Anregung lässt sich die
Anregungsrate Ra schreiben als
Ra = σa
I · λ
hc
(2.22)
wobei I die Intensität des Anregungslichtes und hc
λ
die Energie eines Photons dieses
Lichtes angibt. Ist diese Anregungsrate deutlich kleiner als die Rate k21, kann die
Lebensdauer des angeregten Zustands vernachlässigt werden, und die Fluoreszenzrate
Rf ergibt sich als
Rf = Φf · σa · I · λ
hc
(2.23)
Für höhere Anregungsraten ist die Dynamik jedoch von der Lebensdauer des ange-
regten Zustands 1S1 begrenzt. Die maximal erreichbare Fluoreszenzrate ist dann k21,
und der optische Übergang ist gesättigt. Bei einer Anregungswellenlänge von 532nm
und einer Anregungsintensität von 2 kW/cm2 ergibt sich für Rhodamine somit eine
Fluoreszenzrate Rf = 2.0MHz, welche deutlich unterhalb von k21 liegt.
2.5 Die optische Mikroskopie
Die Detektion einzelner Farbstoﬀmoleküle geschieht in der vorliegenden Arbeit mit
einem optischen Weitfeldmikroskop. Daher werden im folgenden Abschnitt die Grund-
lagen dieser Technik erläutert, um die Gründe für einige Beschränkungen und die dar-
aus entstehenden Konsequenzen für die Detektion sich bewegender Objekte verstehen
zu können.
2.5.1 Auﬂösungsvermögen konventioneller Mikroskope
Bis etwa zur Mitte des 19. Jahrhunderts wurden alle optischen Abbildungen mit
den Prinzipien der geometrischen Optik beschrieben. Dementsprechend gab es kei-
nerlei Hinweise auf physikalische Grenzen der erreichbaren Bildqualität. Erst durch
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die von Abbe [115,116] begründete Wellenoptik änderte sich dieses Bild grundlegend.
Er beschrieb die Abbildung in einem optischen System erstmals als eine Folge von
Beugung, Fouriertransformation und Interferenz und erkannte, dass die Ortsfrequenz
1/d nur dann in das Bild übertragen wird, wenn mindestens ihre nullte und erste
Beugungsordnung vom abbildenden System erfasst werden kann. Im Grenzfall ent-
spricht dabei der Winkel zwischen der nullten und ersten Beugungsordnung gerade
dem Akzeptanzwinkel Θ des optischen Systems und es gilt
d =
λ
2n sinΘ
(2.24)
wobei λ die Wellenlänge des verwendeten Lichtes und n der Brechungsindex des Me-
diums ist. Damit wird deutlich, dass die größte, erfassbare Ortsfrequenz (entspricht
der kleinsten, auﬂösbaren Struktur) vom Akzeptanzwinkel der Optik abhängt und
dass λ/2 ein Limit für diese kleinste Strukturgröße darstellt.
Die Begrenzung des Auﬂösungsvermögens wird durch das Auftreten von Beu-
gungsringen im Bild sichtbar. Die resultierende Intensitätsverteilung eines Objekt-
punktes im Bild wird point spread function (PSF) genannt. Abbildungen ausgedehn-
ter Objekte entstehen dann durch Faltung der Objektoberﬂäche mit der PSF.
Das Auﬂösungsvermögen eines optischen Systems ist der minimale Abstand y
zweier Objektpunkte, damit diese gerade noch voneinander unterschieden (aufgelöst)
werden können. Nach Rayleigh ist das gerade dann der Fall, wenn das zentrale Maxi-
mum der PSF des einen Punktes gerade in das erste Minimum der PSF des anderen
Punktes fällt. Daraus folgt das bekannte Rayleigh-Kriterium
y = 0.61
λ
n · sinΘ (2.25)
Die Größe n · sinΘ wird oft als numerische Appertur NA bezeichnet.
2.5.2 Konfokale Mikroskopie
Die konfokale Mikroskopie wurde 1957 von Minsky [117,118] entwickelt und ist mitt-
lerweile eine etablierte optische Fernfeld-Technik. Die Fluoreszenz-Korrelations- Spek-
troskopie zur Bestimmung von Diﬀusionskonstanten basiert auf der konfokalen Mikro-
skopie, weshalb hier kurz der prinzipielle Aufbau eines solchen Mikroskops dargestellt
werden soll (Abbildung 2.15).
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Abbildung 2.15: Schema eines konfokalen Mikroskops (sample scanning).
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Der namensgebende Unterschied zu einem konventionellen Mikroskop ist die kon-
fokale Apertur (meist Pinhole genannt) im Strahlengang zwischen Objekt und Detek-
tor. Diese Blende beﬁndet sich in einer Ebene, welche zur Zwischenbildebene und da-
mit der Objektebene des Mikroskops konjugiert ist. Es kann somit nur Licht detektiert
werden, welches dieses Pinhole passiert hat. Idealerweise ist das Pinhole punktförmig
(inﬁnitesimal klein), so dass eine echte punktförmige Detektion erreicht wird. Für
einen optimalen Kompromiss zwischen guter räumlicher Auﬂösung und transmittier-
ter Intensität ist jedoch ein größeres Pinhole erforderlich. Auch die Beleuchtung des
Objektes erfolgt fokussiert, es wird somit nur das beugungslimitierte Fokalvolumen
ausgeleuchtet. Sind der abgebildete und der beleuchtete Fokus räumlich identisch,
spricht man von einem konfokalen Strahlengang.
Durch diese Konfokalität wird vor allem die Tiefenauﬂösung des Mikroskops deut-
lich verbessert (Faktor 2 [119]). Außerdem werden Strahlen aus nichtfokussierten Ob-
jektebenen eﬀektiv durch das Pinhole geblockt. Damit wird es möglich, die Probe op-
tisch in dünne Scheibchen (d ≈ 500nm) zu zerlegen. Für die Einzelmoleküldetektion
in Volumenproben wird dadurch vor allem das Streulicht aus anderen Probenebenen
stark reduziert.
Als Detektoren für konfokale Mikroskope werden vorwiegend Photomultiplier und
zunehmend auch Avalanche-Photo-Dioden eingesetzt. Da aber immer nur ein Punkt
der Probe abgetastet wird, muss für ein komplettes Abbild die Probe abgerastert
werden. Dafür kann entweder eine Bewegung des Fokus des Mikroskops durch geeig-
nete optische Elemente (laser scanning) oder auch eine Bewegung der Probe relativ
zum Mikroskop (sample scanning) erfolgen. Durch die serielle Aufnahme des Bildes
ist die Bildrate begrenzt und liegt typischerweise im Bereich von einigen Bildern pro
Sekunde bis ein Bild pro Minute.
2.5.3 Weitfeldmikroskopie
Im Gegensatz zum konfokalen Mikroskop wird bei einem Weitfeldmikroskop ein aus-
gedehnter Bereich der Probe beleuchtet und simultan auf einem Flächendetektor ab-
gebildet. Es entsteht ein reales, optisches Abbild des beleuchteten Probenbereiches.
Da jetzt keine Abrasterung der Probe erforderlich ist, können sehr leicht wesentlich
höhere Bildraten erzielt werden. Als Detektoren werden meist CCD-Kameras (charge
coupled device) eingesetzt, welche das detektierte Bild direkt als digitalisiertes Bild
auf einen PC übertragen oder ein Videosignal erzeugen können. Im folgenden Ab-
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schnitt soll auf einige grundlegende Aspekte der Konstruktion, die Beleuchtung der
Probe sowie auf den Aufbau und die Funktionsweise von CCD-Kameras eingegangen
werden.
Die wesentliche optische Komponente eines Weitfeldmikroskops ist das Objektiv.
Es übernimmt die optische Abbildung der Probe und muss daher einigen Qualitäts-
merkmalen genügen. Für eine optimale Bildqualität sind eine gute Farbkorrektur
(Achromasie) und ein eingeebnetes Bildfeld notwendig. Einzelne Farbstoﬀmoleküle
sind sehr schwache Lichtquellen. Um einen möglichst großen Betrag ihrer Emission
aufzufangen, ist eine möglichst große numerische Appertur (Öﬀnungswinkel) nötig.
Die meisten Objektive sind auf unendliche Tubuslänge abgestimmt, so dass für die tat-
sächliche Abbildung eine Sammellinse (Tubuslinse) erforderlich ist. Auch diese Linse
sollte ein Achromat sein. Für die Analyse der Bilder ist es wichtig, den Abbildungs-
maßstab M des Mikroskops zu kennen. Dieser ergibt sich aus
M = Mobj · ftubus
fnom
(2.26)
wobei Mobj die Vergrößerung des Objektivs (z.B. 100), fnom die Brennweite der vom
Hersteller nominell vorgesehenen Tubuslinse und ftubus die Brennweite der tatsächlich
ins Mikroskop eingebauten Tubuslinse ist. Für Objektive von Zeiss ist f zeissnom = 165mm
und für Objektive von Olympus ist f olympusnom = 180mm, wodurch sich unterschiedliche
Abbildungsmaßstäbe ergeben können. Weiterhin dürfen alle optischen Komponenten
zwischen Probe und Detektor nur möglichst wenig Eigenﬂuoreszenz abstrahlen, da
diese sehr leicht die Emission der Probe überstrahlen kann. Gestreute Reste des An-
regungslichtes müssen mit spektralen Filtern vor dem Detektor abgeblockt werden.
Für die Beleuchtung der Probe existieren zwei unterschiedliche Konzepte: die
Beleuchtung durch das abbildende Objektiv (epi-Illumination) und die Beleuchtung
transparenter Proben mit einem separaten Strahlengang. Die letzte Variante bietet
den Vorteil der einfacheren Justage des Mikroskops. Besonders zu erwähnen ist da-
bei die Beleuchtung mittels Totalreﬂexion (total internal reﬂection, TIR) (Abbildung
2.16). Der an der oberen Prismenﬂäche totalreﬂektierte Strahl erzeugt oberhalb des
Prismas ein evaneszentes Lichtfeld. Dieses Feld kann in einem kleinen Bereich oberhalb
der Prismenﬂäche (ca. 10nm) Farbstoﬀmoleküle zur Fluoreszenz anregen. Da dieses
Lichtfeld keine propagierende Welle darstellt, trägt es selbst nicht zur Untergrund-
strahlung auf dem Detektor bei. Außerdem wird das Detektionsvolumen drastisch
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Abbildung 2.16: Schema der Beleuchtung mit interner Totalreﬂektion (TIR).
verkleinert und somit unmittelbar auch störende Fluoreszenz aus dem Probenmateri-
al vermindert. Die Beleuchtung mittels TIR hat sich in zahlreichen Einzelmolekülex-
perimenten bewährt [96,120122], ist aber auf oberﬂächennahe Systeme beschränkt.
Im Gegensatz dazu kann die epi-Illumination auch bei oberﬂächenfernen Volu-
menexperimenten auf intransparenten Substraten angewendet werden. Dazu wird
der Anregungsstrahl über einen dichroitischen Strahlteiler im Bereich des paralle-
len Strahlenganges hinter dem Objektiv eingekoppelt. Auch konstruktive Beschrän-
kungen (beipielsweise Probenform und -größe) können epi-Illumination erforderlich
machen.
Ein weiterer Aspekt der Beleuchtung ist deren Homogenität. In den meisten Ex-
perimenten werden Laser mit gaußförmigem Strahlproﬁl als Lichtquelle eingesetzt.
Somit ist eine perfekt gleichmäßige Ausleuchtung prinzipiell nicht möglich. Durch
geeignete Aufweitung des Strahles lässt sich aber ein guter Kompromiss zwischen
Homogenität der Ausleuchtung und Anregungsintensität ﬁnden.
Als Detektoren in Weitfeldmikroskopen werden zunehmend CCD-Kameras einge-
setzt. Diese Detektoren werden direkt als Halbleiterchips hergestellt und bestehen
aus einer Anordnung von identischen, lichtempﬁndlichen Grundeinheiten (Pixeln)
in einem regelmäßigen Raster (z.B. 512x 512). Diese Pixel haben üblicherweise ei-
ne Seitenlänge von einigen Mikrometern. Einfallende Photonen erzeugen im Bereich
eines p-n-Überganges Elektron-Loch-Paare, welche durch eine anliegende Spannung
getrennt werden. Dadurch entstehen Photoelektronen, deren Anzahl zur Anzahl der
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einfallenden Photonen proportional ist:
Ne− = Nph ·QE (2.27)
Die Quanteneﬃzienz QE kann bei rückseitig beleuchteten Kameras 90% erreichen.
Die Elektronen werden zunächst lokal im Pixel in einer Potentialmulde gespeichert,
deren Kapazität je nach Ausführung etwa 105 Elektronen beträgt. Wird diese Kapa-
zitätsgrenze überschritten, laufen Ladungen über und können in benachbarte Pixel
wandern. Dieser blooming genannte Eﬀekt sollte demnach vermieden werden. Nach
der Belichtungszeit texp müssen die gesammelten Ladungen jedes Pixels in einem Aus-
leseverstärker in ein nutzbares Signal verwandelt werden. Dazu wird Zeile für Zeile des
Pixelrasters in ein Ausleseregister verschoben, von wo aus ein Pixel nach dem ande-
ren ausgelesen wird. Dieses serielle Verfahren benötigt eine gewisse Zeitspanne treadout,
die Auslesezeit. Wird der CCD-Chip während dieser Zeit weiterhin belichtet, werden
alle Pixel auf ihrem Weg zum Ausleseregister mehrfach mit anderen Bildpunkten
belichtet. Um dieses Verwischen zu vermeiden, muss man klassische CCD-Kameras
(slow-scan) während des Auslesens beispielsweise mit einem mechanischen Verschluss
(shutter) abdunkeln. Neuere Kameras benutzen das frame-transfer-Verfahren. Dazu
wird instantan der gesamte Inhalt des belichteten Chips in ein alternatives Pixelraster
übertragen (frame-transfer-Bereich), welches nicht lichtempﬁndlich ist. Dieser Bereich
kann dann traditionell ausgelesen werden, während das lichtempﬁndliche Raster schon
wieder belichtet wird. Dadurch entfällt die Notwendigkeit zur Abdunklung des Chips,
und die eﬀektive Auslesezeit sinkt praktisch auf Null. Ein Schema des Auslesens für
eine frame-transfer-Kamera ist in Abbildung 2.17 zu sehen.
Ein wesentlicher Parameter einer CCD-Kamera ist das Ausleserauschen, welches
bei der Verstärkung der gesammelten Ladungen und der nachfolgenden Signalwand-
lung (z.B. Digitalisierung im Analog-Digital-Konverter, ADC) entsteht. Dieses Rau-
schen σreadout kann je nach Kameratyp bis zu 60 Elektronen betragen. Für lichtschwa-
che Bilder oder gar die Detektion von einzelnen Photonen bei hohen Bildraten, wäre
das Rauschen damit oft größer als das Signal selbst. Man muss deshalb vor dem Aus-
lesen eine Signalverstärkung durchführen. In intensivierten CCD-Kameras geschieht
das schon vor dem eigentlichen Chip mit einem Raster aus Photomultipliern. Diese
erzeugen aus einem einzelnen Photon ein ganze Cascade an Photoelektronen, welche
dann ihrerseits auf dem CCD-Chip Sekundärelektronen erzeugen. Eine neuere und
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Abbildung 2.17: Ausleseschema einer frame-transfer-CCD-Kamera mit on-chip-
Verstärkung. Eine Variante der Signalwandlung für die weitere Verarbeitung ist die Di-
gitalisierung in einem Analog-Digital-Konverter (ADC).
einfacher zu handhabende Technik verstärkt das Signal auf dem CCD-Chip (daher
auch on-chip-ampliﬁcation) zwischen dem frame-transfer-Bereich und dem Auslesver-
stärker in einem Vervielfachungsregister. Dabei werden die transferierten Ladungen
aus den Pixeln in einem elektrischen Feld beschleunigt und erzeugen so Sekundär-
elektronen im Halbleitermaterial des Registers. Die Verstärkung kann einfach über
die am Register angelegte Spannung gesteuert werden.
Ein weiterer wichtiger Parameter ist das Dunkelrauschen der Kamera. Es bezeich-
net Ladungen, welche auch ohne Belichtung in den Pixeln des CCD-Chips entstehen.
Das Dunkelrauschen kann durch Kühlung der Elektronik eﬀektiv reduziert werden.
Detailliertere Berechnungen zum Signal, zum Rauschen und zu den Auslesezeiten er-
folgen später in Abschnitt 3.1.2 konkret für die in dieser Arbeit verwendete Kamera.
2.5.4 Optische Detektion der Diﬀusionsbewegung
Soll die Bewegung einzelner Moleküle (z.B. durch Diﬀusion) beobachtet und analysiert
werden, sind eine gute räumliche und zeitliche Auﬂösung des Detektionssystems erfor-
derlich. Die zur Lokalisierung eines Moleküls erforderliche Zeit ist gegeben durch die
Zeit timg für die Erfassung eines kompletten Bildes. Da sich dieses Molekül während
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timg bewegt, wird dadurch auch die Genauigkeit bestimmt, mit der dieses Molekül
lokalisiert werden kann (siehe Abschnitt 2.6.1). Eine hohe Lokalisierungsgenauigkeit
erfordert eine kurze Lokalisierungszeit. Bei rasternden Techniken wie der konfoka-
len Mikroskopie ist tkonfimg für einen kompletten Bildaufbau zur Detektion einzelner
Moleküle nicht kleiner als ungefähr eine Sekunde. Zur Bestimmung der Position eines
Moleküls ist außerdem eine genügend feine Rasterung nötig, zum Beispiel Npix = 1002
Pixel in einem Bild. Bei rasterenden Verfahren werden diese Pixel seriell (nacheinan-
der) ausgemessen. Die maximal mögliche Belichtungszeit für ein Pixel ergibt sich zu
tkonfexp = t
konf
img /Npix. Für das obige Beispiel ist daher tkonfexp = 10µs. Bei Bildaufnahme
mit einem abbildenden Weitfeldmikroskop hingegen werden alle Pixel (ebenfalls sei
hier Npix = 1002 angenommen) parallel (gleichzeitig) ausgemessen. Damit ist also
tweitexp = t
weit
img . Mit hochempﬁndlichen Detektoren können sehr leicht Belichtungszeiten
von weniger als 10ms für ein ganzes Bild erreicht werden.
An diesem einfachen Rechenbeispiel wird deutlich, dass bei vergleichbaren Bedin-
gungen mit einem Weitfeldexperiment eine etwa 102-mal schnellere Lokalisierung der
Moleküle und eine sogar 103-mal längere eﬀektive Belichtungszeit (und damit auch
ein besseres Signal) erreicht werden können. Dieser Vorteil der Weitfeldmikroskopie
gegenüber der konfokalen Mikroskopie kann sich bei komplizierteren Detektionssche-
mata von den hier berechneten Werten unterscheiden. Unter der Annahme, dass sich
nur ein einziges Molekül im Bildbereich beﬁndet, genügt für das Tracking dieses Mole-
küls natürlich auch die Aufnahme von kleineren Unterbildern um die letzte bekannte
Position herum, was tkonfimg sicherlich um einen Faktor 100 verringern könnte und damit
wieder mit tweitimg vergleichbar macht. Andererseits kann mit der Weitfeldmikroskopie
ohne Einbußen an zeitlicher und räumlicher Auﬂösung aber auch mehr als ein Mo-
lekül (bis zu 10) auf einmal verfolgt werden, was wiederum ein deutliches Plus für
die direkt abbildenden Verfahren ist. Außerdem reagieren konfokale Mikroskope we-
sentlich empﬁndlicher auf ungenaue Justage, was den Arbeitsaufwand gegenüber den
Weitfeldtechniken deutlich erhöht.
Die Detektion einzelner Moleküle mit einem Weitfeldmikroskop hat aber auch
einige Nachteile gegenüber der Detektion mit einem konfokalen Mikroskop. Für die
Weitfelddetektion muss die Anregungsleistung wesentlich höher als bei rasternden
Techniken sein, da immer der ganze Bildbereich angeleuchtet werden muss und nicht
nur das Volumen des beugungslimitierten Fokus. Das stellt aber dank kompakter
und leistungsstarker Laserlichtquellen kein Problem mehr dar. Weiterhin fehlt einem
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Weitfeldmikroskop die Tiefenauﬂösung eines konfokalen Mikroskops. Dadurch ist es
nicht möglich, Messungen in verschiedenen Tiefen der Probe durchzuführen, echte
3D-Experimente sind nur mit einem konfokalen Mikroskop möglich. Ebenso muss
besonders sorgfältig auf die Vermeidung von Hintergrundlicht (in der Probe gestreu-
tes Anregungslicht, Fluoreszenz von Verunreinigungen) geachtet werden. Auch dieser
Nachteil ist mit sorgfältiger Probenpräparation zu akzeptieren.
Es ist auch mit konfokaler Mikroskopie möglich, die Diﬀusion von Tracermolekü-
len in einer Flüssigkeit zu vermessen. Mit der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
(ﬂuorescence correlation spectroscopy, FCS) ist jedoch die Verfolgung von Molekülen
und die Rekonstruktion ihrer Trajektorien nicht möglich, so dass die analytische Mög-
lichkeit von FCS auf die Bestimmung von einer über das ganze Ensemble gemittelten
Diﬀusionskonstante im Detektionsvolumen des Mikroskopes beschränkt ist. FCS ist
damit auch keine echte Einzelmolekültechnik.
Insgesamt sind abbildende optische Techniken eine deutlich bessere Methode,
wenn die Diﬀusionsbewegung einzelner Moleküle durch Tracking (also Lokalisierung
und Verfolgung) analysiert werden soll.
2.6 Das Tracking einzelner Moleküle
Als Tracking (Verfolgen) bezeichnet man eine Technik, welche es erlaubt, die Zeitreihe
der Positionen (d.h. die Trajektorie) und anderer Parameter (z.B. Orientierung) eines
Objektes zu rekonstruieren. Ein Fluoreszenzmikroskop liefert zunächst aber nur eine
Reihe von Bildern. Mit Tracking sollen alle notwendigen Analyseschritte bezeichnet
werden, um aus einer Bilderserie tatsächlich Trajektorien einzelner Objekte gewinnen
zu können.
Es hat sich als sinnvoll herausgestellt, diese Aufgabe rechnergestützt zu bewälti-
gen. Dabei kann zwischen zwei Verarbeitungsebenen unterschieden werden: die Er-
kennung und Lokalisierung von abgebildeten Objekten sowie die Verknüpfung einzel-
ner Objektpositionen zu Trajektorien. Die Details der in dieser Arbeit verwendeten
Software-Realisierung des Trackings werden in Abschnitt 3.3.2 beschrieben.
Aus den nun vorliegenden Trajektorien sollen im Weiteren physikalisch relevante
Informationen gewonnen werden. Wird die translatorische Bewegung von Partikeln
in Flüssigkeiten untersucht, sind hier vor allem die Diﬀusionskonstante D und die
Strömungsgeschwindigkeit v des Mediums interessant.
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In den folgenden Abschnitten sollen außerdem einige grundlegende Beschränkun-
gen des Trackings aufgezeigt werden.
2.6.1 Lokalisierungsgenauigkeit für einzelne Moleküle
Ein wesentlicher Parameter bei der Detektion einzelner Partikel oder Moleküle ist
die erreichbare Lokalisierungsgenauigkeit ∆x, d.h. die Genauigkeit, mit welcher die
Position eines Objektes bestimmt werden kann. Es scheint zunächst paradox, aber
∆x ist keineswegs durch das Rayleigh-Kriterium der Auﬂösung eines optischen Mi-
kroskops begrenzt, sondern kann wesentlich kleiner sein, obwohl doch die Abbildung
im Prinzip mit einem konventionellen optischen Mikroskop erfolgt. Das Auﬂösungs-
vermögen eines Mikroskops deﬁniert den kleinsten Abstand, den zwei punktförmige
Lichtquellen haben dürfen, um gerade noch voneinander unterschieden werden zu kön-
nen. Für λ = 550nm und NA = 0.9 ergibt sich aus Gleichung 2.25 ∆d = 312nm. Die
Lokalisierungsgenauigkeit ∆x jedoch gibt an, mit welcher Messgenauigkeit der Ort ei-
ner einzelnen, unbeweglichen, punktförmigen Lichtquelle bestimmt werden kann. Im
Wesentlichen wird diese Genauigkeit durch das Rauschen des Messsignals bestimmt,
wobei mehrere Rauschquellen wichtig sind. Es ist sinnvoll, hier nach prinzipiellen und
speziﬁschen Quellen zu unterscheiden. Die Eigenschaften der Photonen-Emission eines
einzelnen Moleküls selbst (Emissionswellenlänge, Photonenrate) verursachen unver-
meidbare Rauschbeiträge. Wie in [123] beschrieben, ergibt sich daraus eine funda-
mentale Grenze für ∆x. Werden nur diese unvermeidbaren Beiträge berücksichtigt,
ergibt sich ein ∆xfund = 2nm für übliche experimentelle Bedingungen. Speziﬁsche
Rauschbeiträge sind eine Eigenart des Detektionssystems und sind beispielsweise vom
Abbildungsmaßstab des Mikroskops, der Rasterung des Detektors, der Belichtungs-
zeit und des Ausleserauschens des Detektors abhängig. Nach [124, 125] ergibt sich
näherungsweise
∆xspec ≈ dpix
M · SNR (2.28)
wobei dpix die Größe eines Pixels auf dem Detektor, M der Abbildungsmaßstab und
SNR das Signal-zu-Rausch-Verhältnis ist. Für ein SNR von beispielsweise 7 und
hundertfache Vergrößerung bei einer Pixelgröße von 16µm ergibt sich somit ∆xspec =
23nm.
In realen Experimenten gibt es noch weitere Beiträge zur Lokalisierungsgenauig-
keit. Ein solcher Beitrag ist die Bewegung der Punktlichtquelle während der Belich-
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tungszeit. Dies kann zum Beispiel durch Vibrationen des experimentellen Aufbaues
oder durch Diﬀusion in einer Flüssigkeit geschehen. Vibrationen können natürlich
durch geeignete mechanische Maßnahmen (z.B. Schwingungsdämpfung des Aufbau-
es) minimiert werden, allerdings werden schon sehr kleine Schwingungsamplituden
(z.B. einige zehn Nanometer in einigen Millisekunden) sichtbar sein, wie man leicht
an der Größenordnung von ∆xfund und ∆xspec sehen kann, so dass Vibrationen si-
cherlich nicht ganz ausgeschlossen werden können.
Soll nun die Diﬀusion von Partikeln in Flüssigkeiten untersucht werden, sind Be-
wegungen sogar der zentrale Gegenstand des Experimentes, sie können und sollen
also nicht vermieden werden. Das hat einen Beitrag zur Lokalisierungsgenauigkeit zur
Folge, welcher sich durch die mittlere Entfernung bestimmt, welche die Lichtquelle
während der Belichtungszeit des Detektors zurücklegt. Diese Strecke entspricht ge-
nau der in Gleichung 2.13 festgelegten Diﬀusionslänge ddiff . Der diﬀusionsbedingte
Beitrag zur Lokalisierungsgenauigkeit ist damit
∆xdiff =
√
4 ·Dtexp (2.29)
Für eine in dieser Arbeit typische experimentelle Situation (Rhodamin B in TEHOS,
D = 1µm2/s und texp = 20ms) ergibt sich somit ∆xdiff = 283nm.
2.6.2 Detektionseﬃzienz für diﬀundierende Moleküle
Neben der Lokalisierungsgenauigkeit ist die Detektion einzelner Moleküle auch durch
eine weitere Grenze beschränkt. Die genaue Art und Weise des Trackings, d.h. der Be-
stimmung des Ortes eines Farbstoﬀmoleküls, bestimmt natürlich auch, unter welchen
Bedingungen das Abbild eines Moleküls überhaupt als solches erkannt und akzeptiert
wird. Der einfachste Fall einer Bildanalyse ist die Festlegung einer festen Intensitäts-
schwelle Ith zur Unterscheidung zwischen einem Bildbereich mit Molekül (I > Ith) und
einem leeren Bildbereich (I < Ith). Ein solcher Schwellenwert muss sicherstellen, dass
auch durch Rauschen verursachte helle Bildpunkte als leere Bereiche erkannt werden.
Die in dieser Arbeit verwendete Software beispielsweise legt Ith daher anhand der
Varianz der Intensitätsverteilung p(I) fest, und zwar als Ith = 3 · var [p(I)].
Die detektierbare Intensität eines ﬂuoreszierenden Moleküls ist nicht konstant.
Die Fluoreszenzrate immobiler Moleküle wird durch eine Vielzahl von Prozessen (z.B.
Triplettblinken, Rotationen des Moleküls) bestimmt, welche zu einem Schwanken der
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momentanen Photonenrate am Detektor führen. Auch das der Photonenemission ei-
nes einzelnen Moleküls innewohnende Schrotrauschen führt zu einer Verteilung der
detektierbaren Photonenrate. Misst man die Anzahl der Photonen aber über einen
genügend langen Zeitraum (einige ms genügen), lässt sich in jedem Fall eine mittle-
re Intensität〈I〉 bestimmen, welche von den Parametern des Experimentes abhängt
(Anregungsleistung, Qualität der optischen Abbildung, Detektor, Eigenschaften des
Farbstoﬀes). Bleiben all diese Parameter unverändert, wird sich auch die detektierte
mittlere Intensität eines immobilen Moleküls nicht ändern.
Wenn sich die beobachteten Moleküle während der Belichtungszeit des Detek-
tors allerdings bewegen, ist diese Konstanz nicht mehr gewährleistet. Ein diﬀundie-
rendes Molekül wird nämlich einen verbreiterten Spot im Bild verursachen, da die
Abbildungsfunktion (Point-Spread-Funktion) um die Schrittweitenverteilung durch
Diﬀusion (Stichprobe aus einer Gaußfunktion) verbreitert sein wird. Anhand dieser
Verbreiterung kann direkt die Diﬀusionskonstante des beobachteten Moleküls zum Be-
obachtungszeitpunkt abgelesen werden [126]. Die Anzahl der detektierbaren Photonen
in einem Pixel des Detektors wird dadurch mit zunehmender Breite der Schrittwei-
tenverteilung (enspricht einer zunehmenden Diﬀusionskonstante) abnehmen, da die
Gesamtzahl der detektierten Photonen eines Moleküls natürlich nicht von der Dif-
fusionsbewegung abhängt und damit konstant bleibt. Die Diﬀusionskonstante eines
Farbstoﬀmoleküls selbst bestimmt im wesentlichen, wie gut dieses Molekül detektiert
werden kann. Schnelle Moleküle, deren Spots durch Diﬀusion so stark verbreitert sind,
dass selbst die Intensität des hellsten Pixel unterhalb von Ith liegt, werden daher nicht
mehr erfasst.
Diese Erkenntnisse lassen sich in einer Detektionseﬃzienz pdet(D) als Funktion der
Diﬀusionskonstante zusammenfassen, welche schematisch in Abbildung 2.18 zu sehen
ist. Es sind dabei drei unterschiedliche Bereiche erkennbar:
D < D1: pdet(D) = 1. Alle Moleküle werden erkannt, da 〈I〉 > Ith + Inoise.
D1 < D < D2: pdet(D) < 1. Ein Teil der Moleküle wird auf Grund der Diﬀusionsver-
breiterung der Spots schon nicht mehr erkannt, da Ith + Inoise > 〈I〉 >
Ith − Inoise.
D > D2: pdet(D) = 0. Kein einziges Molekül wird erkannt, da 〈I〉 < Ith − Inoise.
Die PSF eines immobilen Moleküls lässt sich für eine Dimension annähernd durch die
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Abbildung 2.18: Detektierbarkeit für diﬀundierende Moleküle, schematisch.
Gaußfunktion
Iim (x) =
I0√
2piσ2im
· exp
(
− x
2
2σ2im
)
(2.30)
beschreiben, wobei σ2im eine Fläche ist und die Breite des Spots chrakterisiert. Be-
wegt sich dieses Molekül nun diﬀusiv mit der Diﬀusionskonstante D während der
Belichtungszeit ∆t, so wird der Spot auf dem Detektor verbreitert sein und die Inte-
sitätsverteilung ist
Imob (x) =
I0√
2pi (σ2im + 2D∆t)
· exp
(
− x
2
2σ2im + 4D∆t
)
(2.31)
Wird nur Iim (0) und Imob (0) benutzt, lässt sich aus der Intensität eines beobachteten
Moleküls dessen Diﬀusionskonstante berechnen als
D (Imob (0)) =
σ2im
2∆t
(
I2im (0)
I2mob (0)
− 1
)
(2.32)
Für eine konkrete Messung mit ∆t = 15ms, σ2im = 5.8 · 10−14m2, Iim (0) = 8320 cts,
56 2.6. TRACKING EINZELNER MOLEKÜLE
Inoise = 737 cts und Ith = 1450 cts ergibt sich daraus
D1 = D (Ith + Inoise) = 26
µm2
s
(2.33)
und
D2 = D (Ith − Inoise) = 260 µm
2
s
(2.34)
Für D < 26µm2/s sind somit alle Moleküle detektierbar, für D > 260µm2/s hinge-
gen kein einziges. Später in dieser Arbeit werden für verschiedene Systeme mittlere
Diﬀusionskonstanten gemessen. Die höchste gefundene mittlere Diﬀusionskonstante
liegt aber nur bei etwa 3µm2/s. Daher wird die eben beschriebene Detektionseﬃzi-
enz für die hier durchgeführten Experimente keine Rolle spielen. Alle beobachteten
Moleküle können mit der gleichen Eﬃzienz detektiert werden.
2.6.3 Bestimmung von Diﬀusionskonstanten aus Trajektorien
Wie schon gezeigt, lässt sich die Position eines Partikels aus einem aufgenommenen
Bild extrahieren. Bei der Durchführung für Bilder einer ganzen Bilderserie lässt sich
die Trajektorie des Partikels rekonstruieren. Es ergibt sich eine Datenreihe, welche für
alle Beobachtungszeitpunkte den Ort des Partikels beinhaltet. Diese Datenreihe kann
nun weiterführend benutzt werden, um verschiedene physikalisch relevante Größen zu
bestimmen.
Eine sehr interessante und wichtige Größe ist die Diﬀusionskonstante D des Par-
tikels. Diese lässt sich aus einer Trajektorie über das mittlere Verschiebungsquadrat
(mean squared displacement, MSD) berechnen als
D = lim
t→∞
〈∆r(∆t)〉2
4∆t
(2.35)
Experimentell bestimmte Trajektorien besitzen aber eine endliche Länge, so dass
deshalb das Ergebnis D mit einem Fehler rein statistischer Natur behaftet sein wird.
〈∆r(∆t)〉 = 〈r(t0 +∆t)− r(t0)〉 ist dabei einfach das arithmetische Mittel über die
Schrittweite aller möglichen Paare von Datenpunkten einer Trajektorie, welche einer
festen Zeitdiﬀerenz ∆t entsprechen. Die Diﬀusionskonstante kann dann einfach mit
einem linearen Fit an die Darstellung dieser Punkte in 〈∆r(∆t)〉2 über ∆t bestimmt
werden. Wie in [127] beschrieben, besitzen aber verschieden große Schrittweiten unter-
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schiedliches statistisches Gewicht, so dass es für diesen Fit sehr sinnvoll ist, geeignete
Gewichte zu benutzen. Alle in dieser Arbeit bestimmten Diﬀusionskonstanten aus
Trajektorien werden daher mit Gewichten berechnet, wie von Qian [128] vorgeschla-
gen und von Saxton [127] analysiert.
Ein wesentlicher Nachteil dieser Methode, wie er in der vorliegenden Arbeit noch
deutlich werden wird, ist die intensive Mittelwertsbildung über große Bereiche der
Probe. Dadurch ist es auf diese Art nur schwer möglich, räumlich gut aufgelöste
Informationen zu gewinnen. Sind allerdings Informationen über ein ganz bestimmtes
Partikel von Interesse, um beispielsweise Inhomogenitäten der Partikelgröße zu erken-
nen, ist eine Beschränkung auf Daten einer einzigen Trajektorie zwingend notwendig.
2.6.4 Analyse der Schrittweitenverteilung
Ein anderer Weg der Datenanalyse ist, einzelne Molekülpositionen nicht zu Trajek-
torien zusammenzufassen, sondern direkt die Daten aller detektierten Moleküle einer
ganzen Messserie gemeinsam zu benutzen. Solch eine Methode ist die Analyse der
Schrittweitenverteilung, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelt wurde
und im folgenden Abschnitt genau beschrieben wird.
Die Verschiebung eines Partikels (die Schrittweite r) entlang einer frei wählbaren
Achse ~e zwischen zwei Beobachtungen zu den Zeitpunkten to und t0 +∆t ist
r = [~rk(ti +∆t)− ~rk(ti)] · ~e (2.36)
Diese Schrittweiten r sind Elemente der Verteilung p(r), der Schrittweitenverteilung
der zu Grunde liegenden Datenmenge {~rk(ti)} für die Zeitdiﬀerenz ∆t und die Rich-
tung ~e. Die genaue analytische Form dieser Schrittweitenverteilung wird dabei durch
die verursachenden Prozesse bestimmt. Die wichtigsten sind sicherlich die Diﬀusion
der Partikel, die optische Lokalisierungsgenauigkeit und die Verteilung der Diﬀusions-
konstanten. Diese drei Punkte sollen nun diskutiert werden.
Wird zunächst die Messungenauigkeit ∆x für die Bestimmung einer Partikelpo-
sition vernachlässigt und werden alle rk aus einer beliebigen Datenmenge {~rk(ti)} in
eine Schrittweitenverteilung p(r) eingetragen, so ergibt sich für diﬀundierende Partikel
laut Gleichung 2.11 eine Gaußverteilung mit der Breite
σD =
√
2D∆t (2.37)
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Die begrenzte Lokalisierungsgenauigkeit ∆x führt zu einer Verteilung der gemessenen
Partikelpositionen. Auch diese Verteilung ist eine Gaußverteilung, allerdings mit der
Breite
σlok = ∆x (2.38)
Die beobachtbare Schrittweitenverteilung ergibt sich nun als Faltung dieser beiden
Teilverteilungen.
Benutzt man zur Analyse von Einzelmolekülexperimenten komplette Trajekto-
rien (Abschnitt 2.6.3), so ﬁndet man eine breite Verteilung von Diﬀusionskonstan-
ten [111, 129]. Das hat auch Auswirkungen auf die beobachtbare Schrittweitenver-
teilung. Wird die Schrittweitenverteilung für die einzelnen Elemente der Verteilung
der Diﬀusionskonstanten als Summe aus vielen Gaußfunktionen zusammengesetzt, so
ergibt sich
p (r) =
N∑
1
p (DN)√
4piDN∆t
exp
(
− r
2
4DN∆t
)
(2.39)
wobei p (D) die Verteilung der Diﬀusionskonstanten beschreibt. Daher ist p (r) im
Allgemeinen keine Gaußverteilung mehr, die genaue Form kann aber experimentell
bestimmt werden.
Das wurde in Diﬀusionsexperimenten mit ﬂuoreszierenden Polystyrol-Kügelchen
(d ≈ 200nm) in Wasser und auch mit einzelnen Farbstoﬀmolekülen in TEHOS ge-
tan. Dabei zeigte sich, dass eine real gemessene Schrittweitenverteilung tatsächlich
sehr gut einer Gaußfunktion entspricht (Abbildung 2.19). Die beobachtbare Schritt-
weitenverteilung ist damit eine Gaußverteilung mit der Breite σobs
pobs(r) =
1√
2piσ2obs
exp
(
− r
2
2σ2obs
)
(2.40)
Wird eine Verteilung der Diﬀusionskonstante p (D) nicht separat berücksichtigt, lässt
sich die Breite als σ2obs = σ2D + (2∆x)2 bestimmen, wobei für die Bestimmung der
Schrittweite zwei Positionsmessungen erforderlich sind und daher auch 2∆x einbe-
zogen werden müssen. Es ist anzumerken, dass durch die Verteilung der Diﬀusions-
konstante die Breite σD immer größer sein wird, als es sich für Diﬀusion mit einer
einzigen, mittleren Diﬀusionskonstante ergeben würde.
Damit ergibt sich
σ2obs(∆t) = 2D∆t+ (2∆x)
2 (2.41)
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Abbildung 2.19: Schrittweitenverteilung und Gaußﬁt für diﬀundierende Polystyrol-
Kügelchen in Wasser (a). Für diese Verteilung wurden etwa 16000 Schrittweiten vermes-
sen. Rechts ist eine Schrittweitenverteilung aus einer Einzelmolekülmessung (Rhodamin B
in TEHOS, 2500 Schrittweiten) gezeigt (b). Auch diese Verteilung lässt sich gut durch eine
Gaußfunktion beschreiben.
analog zu [130]. Da sich ∆x nicht mit ∆t ändert, wird σ2obs(∆t) eine lineare Funktion
sein, deren Anstieg 2D ist. Der Schnittpunkt dieser Gerade mit der Achse ∆t = 0
ergibt gerade (2∆x)2. In Abbildung 2.20 ist diese Darstellung für Messungen an
Polystyrol-Kügelchen zu sehen. Erstaunlicherweise ist der Achsenabschnitt ∆t = 0
negativ, obwohl (2∆x)2 eine positive Zahl sein muss. Dieses Verhalten wurde auch für
alle anderen Messungen gefunden, die Ursache ist aber unbekannt. Wird nur ein Punkt
aus dieser Kurve (z.B. σ2obs (∆t) = texp) benutzt, wird die absolute Größe der gemes-
senen Diﬀusionskonstante D immer mit einem systematischen Fehler behaftet sein.
Verlässliche Aussagen können daher nur durch Vergleichsmessungen erhalten werden.
Dementsprechend ist auch für alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente we-
niger die Diﬀusionskonstante selbst interessant, sondern vielmehr deren Veränderung
bei der Variation bestimmter Parameter.
Die Breite einer gemessenen Schrittweitenverteilung p (r) kann durch Anpassen
einer Gaußfunktion an diese Verteilung oder direkt durch den Maximum-Likelihood-
Estimator (MLE) der Schrittweitenreihe ri bestimmt werden. Der MLE für eine Nor-
malverteilung kann sehr einfach angegeben werden, der Mittelwert µ und die Vertei-
lungsbreite σ sind gegeben durch
µ =
1
N
∑
ri (2.42)
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Abbildung 2.20: Mittleres Verschiebungsquadrat für ein Ensamble von Polystyrol-
Kügelchen. Die Datenpunkte liegen sehr gut auf einer Geraden, der Achsenabschnitt bei
∆t = 0 ist negativ.
und
σ =
√∑
(ri − µ)2
N
(2.43)
Dabei bezeichnet N die Anzahl der Datenpunkte und ri die Elemente der Schrittwei-
tenreihe.
Die hier vorgestellte Analyse kann für eine beliebige Menge Datenpunkte {~rk (tk)}
aus dem Partikel-Tracking und für jede Richtungen ~e durchgeführt werden. Damit
kann also für beliebige räumliche Bereiche der Probe der Diﬀusionskoeﬃzient entlang
beliebiger Achsen ~e berechnet werden, was die Möglichkeiten der vorher beschriebenen
Trajektorien-Analyse weit übersteigt. Außerdem lässt sich durch längere Messung
und der damit vergößerten Anzahl an Datenpunkten relativ einfach die Genauigkeit
der Analyse verbessern. Die Genauigkeit der Trajektorien-Analyse ist im Gegensatz
dazu im Wesentlichen durch die Länge der Trajektorien beschränkt. Diese lässt sich
durch verlängerte Messzeit nicht ohne Weiteres vergrößern, da die Trajektorienlänge
hauptsächlich durch die Fluoreszenzzeit der Partikel und die Größe des abgebildeten
Probenbereiches bestimmt ist.
Teile der hier vorgestellten Methode der Schrittweitenanalyse wurden bereits ver-
öﬀentlicht [131].
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Abbildung 2.21: Schrittweitenverteilung in einer Scherströmung gemessen mit Polystyrol-
Kügelchen. Die mittlere Fließgeschwindigkeit war vflow = 7.5µm/s, die Belichtungszeit war
∆t = 20ms. Deutlich ist die beschriebene Verschiebung der Gaußverteilung zu erkennen.
2.6.5 Schrittweitenanalyse in einer strömenden Flüssigkeit
Die Analyse der Schrittweiten kann auch direkt auf Diﬀusionsexperimente angewen-
det werden, welche nicht im ruhenden Medium, sondern beispielsweise in einer Flüs-
sigkeit mit konstanter Strömungsgeschwindigkeit ~vflow stattﬁnden. Die beobachtbare
Schrittweite eines Partikels wird sich dabei aus Diﬀusionsbewegung und der Bewe-
gung zusammensetzen, welche die Strömung während des Beobachtungsintervalls ∆t
verursacht.
rflow = ∆~r · ~e+ ~vflow · ~e ·∆t (2.44)
Da ~vflow · ~e · ∆t eine Konstante ist, wird die sich ergebende Schrittweitenverteilung
p (rflow) analog zu Gleichung 2.40 auch eine Gaußverteilung sein, deren Zentrum
allerdings um eben diese Konstante verschoben ist
pflow (rflow) =
1√
2piσ2obs
exp
(
−(rflow − ~vflow · ~e ·∆t)
2
2σ2obs
)
(2.45)
In Abbildung 2.21 ist eine Schrittweitenverteilung in einer Scherströmung darge-
stellt. Damit lassen sich Diﬀusionsbewegung und Strömungsbewegung anhand der
Schrittweitenverteilung der Partikelbewegung voneinander trennen. Das Zentrum von
pflow (rflow) lässt sich als arithmetisches Mittel aller rflow berechnen. Die beobachtete
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Strömungsgeschwindigkeit vobs wird damit
vobs = 〈{rflow}〉 ·∆t (2.46)
Genau wie im letzten Abschnitt beschrieben, lässt sich die Diﬀusionskonstante D aus
der Varianz aller rflow berechnen. Es ergibt sich
D =
var [{rflow}]
2∆t
(2.47)
Die auf diese Art bestimmte Diﬀusionskonstante in einer sich bewegenden Flüssigkeit
ist damit identisch mit der Diﬀusionskonstante für ein unbewegtes Medium. Für ein
Ensemble an Partikeln lässt sich also die strömungsinduzierte Bewegung vollständig
von der diﬀusiven Bewegung abtrennen.
2.7 Die Dynamik in gescherten Flüssigkeitsﬁlmen
Im folgenden Abschnitt wird das Geschwindigkeitsproﬁl für eine einfache Scherströ-
mung und die daraus resultierende Geschwindigkeitsverteilung im Flüssigkeitsﬁlm be-
schrieben. Außerdem wird detailliert erklärt, inwieweit dieses Proﬁl in einer Messung
mit diﬀundierenden Partikeln überhaupt beobachtetet werden kann. Abschließend
werden die Auswirkungen der beobachtbaren Geschwindigkeitsverteilung auf die mit-
tels Schrittweitenanalyse bestimmte Diﬀusionskonstante untersucht und daraus ein
Algorithmus zur experimentellen Bestimmung der hydrodynamischen Randbedingun-
gen abgeleitet.
2.7.1 Die einfache Scherströmung
Der Surface-Forces-Apparatus erlaubt es auf einfache Weise, einen Flüssigkeitsﬁlm der
Dicke d kontrolliert zu scheren. Wird eine der beiden identischen Flächen mit kon-
stanter Geschwindigkeit ~vshear bewegt und die andere Fläche festgehalten, so ergibt
sich unter geeigneten Bedingungen eine einfache, laminare Scherströmung (Couette-
Strömung). Diese Bedingungen lassen sich in einer charakteristischen, einheitenfreien
Zahl zusammenfassen, der Reynoldszahl Re. Sind die mittlere Strömungsgeschwindig-
keit 〈v〉 der Flüssigkeit, eine charakteristische Abmessung λ der Strömung, die Dichte
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ρ der Flüssigkeit und deren Viskosität η bekannt, ist die Reynoldszahl
Re =
ρ 〈v〉λ
η
(2.48)
Eine laminare Strömung liegt vor, wenn Re < 2300 [132] ist. Bei Parametern, wie
sie später auch in den Experimenten auftreten (ρ = 0.88 g · cm−3, 〈v〉 = 10µm/s,
λ = 10nm, η = 6.8mPa s), ergibt sich Re = 1.3 · 10−8. Für alle in dieser Arbeit
durchgeführten Scherexperimente liegt also eine laminare Strömung vor.
Für alle weiteren Betrachtungen ist es sinnvoll, reduzierte und damit einheiten-
freie Größen einzuführen. So ist x∗ = x/d die relative Position im Film, v∗ (x∗) =
v (x/d) /vshear die relative lokale Strömungsgeschwindigkeit und δ∗ = δ/d die relative
Sliplänge an der Grenzﬂäche. Das Geschwindigkeitsproﬁl einer solchen Strömung lässt
sich damit schreiben als [133]
v∗(x∗) =
x∗ + δ∗1
1 + δ∗1 + δ
∗
2
(2.49)
wobei δ∗1 und δ∗2 die jeweiligen relativen Sliplängen sind [134]. Für den Sonderfall
δ∗ = 0 spricht man von der stick -Randbedingung, die erste Schicht der Flüssigkeit
hat genau die Geschwindigkeit des Substrates, sie haftet somit. Für δ∗ > 0 wird
oft die Bezeichnung slip-Randbedingung benutzt. Die erste Flüssigkeitsschicht hat
dann eine andere Geschwindigkeit als das Substrat, sie gleitet darüber hinweg. Die
Sliplänge gibt nun genau die Tiefe im Inneren des festen Substrates an, in der die linear
extrapolierte lokale Geschwindigkeit gerade Null wird. Durch diese beiden Zahlen
sind die hydrodynamischen Randbedingungen (hydrodynamic boundary conditions,
HBC) festgelegt, welche zur Lösung der Navier-Stokes-Gleichungen notwendig sind.
Gleichung 2.49 lässt sich auch schreiben als
v∗ (x∗) = [v∗ (1)− v∗ (0)]
(
x∗ − 1
2
)
+ v∗ (1/2) (2.50)
Dabei entspricht x∗ genau dem Geschwindigkeitsproﬁl für die stick -Randbedingung
(δ∗1 = δ∗2 = 0) an beiden Grenzﬂächen. Die tatsächlichen Randbedingungen bewirken
dann nur eine Modiﬁkation dieses Proﬁls, welche mit v∗ (1) − v∗ (0) und v∗ (1/2)
vollständig bestimmt ist. Oft werden v∗ (0) und v∗ (1) Slip-Geschwindigkeit genannt,
sie geben die Strömungsgeschwindigkeit direkt an der festen Oberﬂäche an. Diese
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Abbildung 2.22: Geschwindigkeitsproﬁl in einem Flüssigkeitsﬁlm (Dicke d) bei Scherung
durch Bewegung einer Begrenzungsﬂäche mit konstanter Geschwindigkeit vshear (Couette-
Strömung). Gezeigt sind zwei Proﬁle mit symmetrischem (δ∗1 = δ∗2 = δ∗) Slip (δ∗ > 0) und
Stick (δ∗ = 0) an den Grenzﬂächen. Die Achsen sind in den reduzierten Größen v∗ = v/vshear
und x∗ = x/d bezeichnet.
beiden Parameter sind mit beiden Sliplängen verknüpft und es gilt
v∗ (1)− v∗ (0) = 1
1 + δ∗1 + δ
∗
2
(2.51)
sowie
v∗ (1/2) =
1
2
[
1 +
δ∗1 − δ∗2
1 + δ∗1 + δ
∗
2
]
(2.52)
Es wird deutlich, dass für symmetrische Randbedingungen (δ∗1 = δ∗2) die mittlere
Geschwindigkeit v∗ (1/2) im Film immer 1/2 ist.
Aus Gleichung 2.49 ergibt sich direkt die Wahrscheinlichkeitsdichte p, eine be-
stimmte lokale Geschwindigkeit v∗ (x∗) zu ﬁnden, als
p (v∗ (x∗)) =
[
∂ (v∗ (x∗))
∂ (x∗)
]−1
= 1 + δ∗1 + δ
∗
2 (2.53)
Man ﬁndet nur lokale Geschwindigkeiten v∗ (x∗) für das Intervall x∗ ∈ [0; 1] vor.
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Abbildung 2.23: Wahrscheinlichkeitsdichte, um eine bestimmte lokale Geschwindigkeit in
einer einfachen Scherströmung zu ﬁnden. Dargestellt sind Verteilungen für symmetrische
stick - und slip-Randbedingungen.
Damit ergeben sich für p (v∗) die Anschlussbedingungen
p (v∗) = 0 ∀ v∗ mit v∗ < δ
∗
1
1 + δ∗1 + δ
∗
2
bzw. v∗ > 1 + δ
∗
1
1 + δ∗1 + δ
∗
2
Das Ergebnis für die betrachtete einfache Scherströmung ist in Abbildung 2.23 dar-
gestellt.
2.7.2 Messung der lokalen Geschwindigkeit mit Hilfe diﬀun-
dierender Partikel
Das Geschwindigkeitsproﬁl einer Strömung kann experimentell mit Hilfe von beob-
achtbaren Partikeln (Tracer) studiert werden. Es ist dafür notwendig, die laterale
Position dieser Partikel (entlang der Richtung der Scherung ~vshear) zu verschiedenen
Zeitpunkten zu bestimmen. Diese Messung habe eine zeitliche Auﬂösung von ∆t.
Das Ergebnis des Experimentes wird nun stark davon abhängen, wie weit sich das
beobachtete Partikel während ∆t diﬀusiv, d.h. ungerichtet, bewegt. Wie im vorigen
Abschnitt gezeigt, ist die lokale Geschwindigkeit v∗ (x/d) eine Funktion des Ortes x
innerhalb des Flüssigkeitsﬁlmes. Ändert sich während ∆t dieser Ort x beispielsweise
durch Diﬀusion, wird sich das Partikel ebenso mit verschiedenen v∗ (x/d) bewegen.
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Dadurch kann nur eine mittlere lokale Geschwindigkeit 〈v∗(x0)〉 angegeben werden,
die vom mittleren Ort x0 des Partikels abhängt. Aus Gleichung 2.11 ergibt sich
〈v∗(x0)〉 =
∫ d
0
v∗(x/d) exp
[
− (x−x0)2
4D∆t
]
dx∫ d
0
exp
[
− (x−x0)2
4D∆t
]
dx
(2.54)
Mit der Diﬀusionslänge ddiff =
√
4 ·D∆t (Gleichung 2.13) ist es möglich, 〈v∗ (x0)〉
mit nur einem einzigen experimentellen Parameter darzustellen. Dieser Parameter ist
die relative Filmdicke  und es gilt
2 =
d2
4D∆t
(2.55)
Werden wiederum reduzierte Größen benutzt, ergibt sich aus Gleichung 2.54
〈v∗ (x∗0, )〉 =
∫ 1
0
v∗ (x∗) exp
[−2 (x∗ − x∗0)2] dx∗∫ 1
0
exp
[−2 (x∗ − x∗0)2] dx∗ (2.56)
Durch eine einfache lineare Transformation der 〈v∗〉-Achse (Gleichung 2.50) gelingt
es, alle messbaren Geschwindigkeitsproﬁle durch 〈v∗ (x∗0, )〉stick zu beschreiben. Es
gilt
〈v∗ (x∗0, )〉 = [v∗ (1)− v∗ (0)]
[
〈v∗ (x∗0, )〉stick −
1
2
]
+ v∗ (1/2) (2.57)
wobei 〈v∗ (x∗0, )〉stick das messbare Geschwindigkeitsproﬁl für δ∗1 = δ∗2 = 0 (stick -
Randbedingungen) ist
〈v∗ (x∗0, )〉stick =
∫ 1
0
x∗ exp
[−2 (x∗ − x∗0)2] dx∗∫ 1
0
exp
[−2 (x∗ − x∗0)2] dx∗ (2.58)
Damit genügt es, Gleichung 2.58 numerisch zu lösen. Die genauen hydrodynamischen
Randbedingungen bewirken dann nur noch eine Transformation der 〈v∗〉-Achse ent-
sprechend Gleichung 2.57. In Abbildung 2.24 sind für verschiedene Werte von  die
beobachtbaren Geschwindigkeitsproﬁle 〈v∗ (x∗0, )〉stick dargestellt.
Dieses messbare Proﬁl ergibt eine beobachtbare Verteilung der Geschwindigkei-
ten, welche sich von der tatsächlichen Verteilung unterscheidet. Die beobachtbare
Verteilung lässt sich analog zu Gleichung 2.53 aus Gleichung 2.58 berechnen, auch
wenn keine analytische Lösung mehr angegeben werden kann. Das Ergebnis ist für
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Abbildung 2.24: Messbares Geschwindigkeitsproﬁl 〈v∗ (x∗0, )〉stick für eine einfache Scher-
strömung bei verschiedenen relativen Filmdicken . Die gestrichelte Linie zeigt als Vergleich
das tatsächliche Geschwindigkeitsproﬁl aus Abbildung 2.22 (entspricht →∞).
die gleichen Werte von  in Abbildung 2.25 dargestellt.
Alle gezeigten Verteilungen sind (unabhängig von ) symmetrisch um 〈v∗〉stick =
1/2 und die über das Ensemble gemittelte messbare Geschwindigkeit ist damit nach
Gleichung 2.57
〈v∗obs〉ensemble = v∗ (1/2) =
1
2
[
1 +
δ∗1 − δ∗2
1 + δ∗1 + δ
∗
2
]
(2.59)
Besonders für dünne Flüssigkeitsﬁlme ( < 1) ist die Verteilung der Geschwindigkeiten
sehr schmal, so dass auch alle Einzelmessungen im wesentlichen 1/2 ergeben werden.
Beispielsweise durch geeignete chemische Modiﬁzierung der scherenden Oberﬂächen
kann die Sliplänge beeinﬂusst werden. Wird dabei eine asymmetrische Situation (δ∗1 6=
δ∗2) geschaﬀen, ist die gemessene mittlere Geschwindigkeit im Flüssigkeitsﬁlm von 1/2
verschieden.
Es sei erneut darauf hingewiesen, dass die hier angegebenen Geschwindigkeitspro-
ﬁle und -verteilungen nur das Ergebnis einer Geschwindigkeitsmessung mit diﬀundie-
renden Partikeln darstellen. Die tatsächlichen Proﬁle und Verteilungen im Flüssig-
keitsﬁlm bleiben unabhängig von der Methode der Messung wie in Abschnitt 2.7.1
beschrieben.
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Abbildung 2.25: Wahrscheinlichkeitsdichte, um eine bestimmte mittlere lokale Geschwin-
digkeit 〈v∗ (x∗0)〉stick zu messen. Dargestellt sind die Verteilungen für die gleichen relativen
Filmdicken  wie zuvor. Die gestrichelte Linie zeigt zum Vergleich p (v∗) für  → ∞. Man
beachte die logarithmische Skala. Die erhöhte Wahrscheinlichkeit an den Rändern der Ver-
teilungen entsteht durch das Abﬂachen des Geschwindigkeitsproﬁls an den Rändern der
Flüssigkeit. Die genaue Größe dieser Erhöhung ist durch numerische Ungenauigkeiten teil-
weise recht stark verfälscht.
2.7.3 Messung der Diﬀusionskonstante in einer Scherströmung
In gescherten Flüssigkeitsﬁlmen lässt sich die Diﬀusionskonstante diﬀundierender Par-
tikel mit Hilfe der Schrittweitenanalyse (Abschnitt 2.6.5) bestimmen. Eine wesentliche
Voraussetzung dieser Methode ist jedoch, dass alle beobachteten Partikel die selbe lo-
kale Strömungsgeschwindigkeit erfahren. Berücksichtigt man die Überlegungen aus
den letzten beiden Abschnitten, ist das für eine Couette-Strömung nur eingeschränkt
der Fall. Es soll nun kurz dargestellt werden, wie sich eine Verteilung von lokalen
Geschwindigkeiten bei der Messung der Diﬀusionskonstante bemerkbar macht.
Ordnet man einem Partikel eine mittlere Geschwindigkeit 〈v〉 für den Zeitschritt
∆t zu, so wird sich die Schrittweitenverteilung aus Gleichung 2.45 als um 〈v〉 · ∆t
verschobene Gaußfunktion ergeben. Werden für die Analyse Partikel mit unterschied-
lichem 〈v〉 gemeinsam benutzt, so werden sich deren einzelne Schrittweitenverteilun-
gen überlagern. Diese Überlagerung lässt sich als Faltung zwischen der rein diﬀusiven
Verteilung p (rdiff ) und der Verteilung der lokalen Geschwindigkeiten p (〈v∗〉) aus
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Abbildung 2.25 aufschreiben als
p (robs) =
∫ ∞
−∞
[
p (rdiff ) · p
(
robs − rdiff
vshear ·∆t
)]
d (rdiff ) (2.60)
Die Lösung dieser Faltung ist analytisch nur für einige konkrete Verteilungen möglich.
In jedem Fall aber lässt sich die Breite von p (robs) als Varianz der Elemente robs be-
rechnen. Diese Breite, und damit die messbare Diﬀusionskonstante, wird als Ergebnis
der Faltung größer sein, als die Breite beider Einzelverteilungen allein. Es ergibt sich
eine scheinbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante. Die Größe dieser Erhöhung soll im
Folgenden abgeschätzt werden.
Die in Abbildung 2.25 dargestellten Geschwindigkeitsverteilungen besitzen eine
charakteristische Breite B, welche nur von der relativen Filmdicke  abhängt. Wird
diese Geschwindigkeitsverteilung durch eine Gaußverteilung mit der gleichen Breite B
ersetzt, ist die sich dann ergebende Breite der Verteilung p (robs) eine untere Schranke
für die Breite der tatsächlich beobachtbaren Schrittweitenverteilung. Diese untere
Schranke lässt sich direkt angeben, da sich bei der Faltung zweier Gaußfunktionen
die Quadrate der Verteilungsbreiten addieren. Mit Gleichung 2.57 ergibt sich
2D∗∆t = 2D∆t+ ([v∗ (1)− v∗ (0)]B · vshear ·∆t)2 (2.61)
wobei D∗ die scheinbar erhöhte Diﬀusionskonstante und D die tatsächliche Diﬀusi-
onskonstante darstellen. Die scheinbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante ist damit
D∗ −D = ∆t
2
· ([v∗ (1)− v∗ (0)]B · vshear)2 (2.62)
Die tatsächlich messbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante in Scherrichtung wird
immer größer sein, als die hier angegebene untere Schranke.
Für die Strömung in einem zylindrischen Rohr kann diese scheinbare Erhöhung der
Diﬀusionskonstante ebenfalls beobachtet werden. Das wurde 1953 von Taylor [135]
erstmals experimentell und analytisch beschrieben und wird daher noch heute als
Taylor-Dispersion bezeichnet. Beide Experimente beschreiben somit die Überlagerung
von Strömungsbewegung und Diﬀusionsbewegung, allerdings für verschiedene experi-
mentelle Limits. In der vorliegenden Arbeit lässt sich die beobachtbare Bewegung der
Partikel als ungestörte Diﬀusion mit kleinen, durch die Scherströmung verursachten
Modiﬁkation verstehen. In den von Taylor durchgeführten Experimenten wurde eher
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eine Strömungsbewegung vorgefunden, die durch die Diﬀusion der Partikel modiﬁziert
ist. Diese Überlagerung von Strömung und Diﬀusion ist besonders für mikroﬂuidische
Systeme von entscheidender Bedeutung [13,5, 7, 136].
Die Analyse der Schrittweitenverteilung ist eine richtungssensitive Analyse. Die
beschriebenen Eﬀekte treten nur auf, wenn die Analyserichtung ~e mit der Scherrich-
tung übereinstimmt. Insbesondere senkrecht zur Scherrichtung wird keinerlei Ver-
änderung der Breite der Schrittweitenverteilung beobachtet werden können. Folg-
lich induziert die beschriebene Geschwindigkeitsverteilung im Flüssigkeitsﬁlm auch
scheinbar eine Anisotropie der Diﬀusionskonstante. Bei geeigneten experimentellen
Bedingungen ist es also möglich, aus der richtungsabhängigen Analyse der Schritt-
weitenverteilung Informationen über das Geschwindigkeitsproﬁl im Flüssigkeitsﬁlm
zu gewinnen.
2.7.4 Experimentelle Bestimmung der Sliplänge
Eine sehr aktuelle Fragestellung, besonders im Hinblick auf mikroﬂuidische Anwen-
dungen, ist die Bestimmung der Sliplänge δ an einer Fest-Flüssig-Grenzﬂäche [7,137,
138]. Bei der Colloidal-Probe-Technique [22, 23] wird eine kleine Kugel (R ≈ 10µm)
am Cantilever eines AFM befestigt. Bringt man diese Sonde in einer Flüssigkeit in
die Nähe einer ebenen Oberﬂäche, lassen sich aus Kraft-Abstands-Kurven die hydro-
dynamischen Randbedingungen an den Oberﬂächen berechnen [139141]. Mit dieser
Methode wurden zum Beispiel wässrige Zuckerlösungen zwischen mit 11-mercapto-1-
undecanol bedeckten Goldoberﬂächen [142] oder auch wässrige Salzlösungen zwischen
hydrophilen Glasoberﬂächen [143] untersucht. Für eine Interpretation der Ergebnis-
se in diesen geometrisch komplexen Systemen wurden umfangreiche Modelle entwi-
ckelt [139] und angewendet.
Die in den letzten Abschnitten beschriebenen Eigenschaften der Untersuchung
gescherter Flüssigkeitsﬁlme mittels diﬀundierender Partikel und die anschließende
Analyse der Schrittweitenverteilungen lassen sich auch auf die Bestimmung der hy-
drodynamischen Randbedingungen anwenden. Damit wird die Bestimmung beider
Sliplängen in einer einfachen Scherströmung möglich. Diese einfache Geometrie der
Anordnung lässt sich auch mathematisch viel einfacher beschreiben, und eine Inter-
pretation der Ergebnisse ist direkt möglich. Der Algorithmus zur Bestimmung beider
Sliplängen soll nun kurz geschildert werden.
Die in Abschnitt 2.6.5 beschriebene Schrittweitenanalyse in einem strömenden
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Medium liefert zunächst den Mittelwert der Schrittweitenverteilung und damit die
mittlere Strömungsgeschwindigkeit v∗obs (in reduzierten Größen). Das ist aber gera-
de v∗ (1/2) aus Gleichung 2.52. Damit erhält man sofort eine Gleichung, welche als
Unbekannte nur beide Sliplängen enthält
v∗obs = v
∗ (1/2) =
1
2
[
1 +
δ∗1 − δ∗2
1 + δ∗1 + δ
∗
2
]
(2.63)
Eine weitere Gleichung kann aus der im letzten Abschnitt beschriebenen scheinbaren
Erhöhung der Diﬀusionskonstante in Scherrichtung gewonnen werden. Es kann aber
hier keine explizite Form angegeben werden, da dafür eine Entfaltung der Schrittwei-
tenverteilung durchgeführt werden müsste. Allerdings sind nur wenige Parameter der
beteiligten Verteilungen unbekannt. Nach Gleichung 2.60 ist die Schrittweitenvertei-
lung p (robs) in Scherrichtung eine Faltung aus der diﬀusiven Schrittweitenverteilung
p (rdiff ) und der Verteilung der mittleren lokalen Geschwindigkeiten p (〈v∗〉) im Flüs-
sigkeitsﬁlm. Es gilt dann
 p (ddiff ) ist identisch mit der messbaren Schrittweitenverteilung senkrecht zur
Scherrichtung und kann daher aus dem selben Datensatz gewonnen werden wie
die Schrittweitenverteilung p (robs)
 mit Gleichung 2.57 und 2.63 besitzt p (〈v∗〉) nur noch einen einzigen unbekann-
ten Parameter: v∗ (1)− v∗ (0)
Damit wird es möglich, v∗ (1) − v∗ (0) als Fitparameter zu benutzten und die beste
Anpassung an die gemessene Schrittweitenverteilung p (robs) mit einer Faltung nach
Gleichung 2.60 zu bestimmen. Aus dem Wert des Parameters ergibt sich dann eine
zweite Gleichung, welche als Unbekannte ebenfalls beide Sliplängen enthält
[v∗ (1)− v∗ (0)]best fit =
1
1 + δ∗1 + δ
∗
2
(2.64)
Diese lassen sich dann durch einfaches Umformen direkt berechnen als
δ∗1 =
v∗obs
[v∗ (1)− v∗ (0)]best fit
− 1
2
(2.65)
und
δ∗2 =
1− v∗obs
[v∗ (1)− v∗ (0)]best fit
− 1
2
(2.66)
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Die Ausführung dieses Algorithmus ist nur möglich, wenn entlang der Scherachse eine
scheinbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante festgestellt wird und wenn die Filmdi-
cke d genau bekannt ist. Sind diese Voraussetzungen erfüllt, können mit der hier
vorgestellten Methode beide Sliplängen als absolute Längen bestimmt werden.
Kapitel 3
Experimentelles
Im folgenden Kapitel werden die experimentellen Aufbauten detailliert beschrieben
und auf die Präparation der Substrate und Probelösungen eingegangen. Außerdem
werden einige technische Probleme der Datenerfassung und -analyse erläutert und die
mechanische Funktionalität und Stabilität des Aufbaues charakterisiert.
3.1 Experimentelle Aufbauten
3.1.1 Das Einzelmolekülmikroskop
In diesem Abschnitt wird detailliert der Aufbau des Einzelmolekülmikroskops zur De-
tektion diﬀundierender Farbstoﬀmoleküle dargestellt. Das Fluoreszenzmikroskop ist
speziell für diese Aufgabe konstruiert und optimiert worden. Ein Schema des Aufbaues
ist in Abbildung 3.1 zu sehen.
Das gesamte Mikroskop beﬁndet sich auf einem schwingungsgedämpften optischen
Tisch (Melles Griot). Als Lichtquelle dient ein diodengepumpter, frequenzverdoppel-
ter Nd:YAG-Festkörperlaser (532nm) mit einer Nennleistung von 150mW (Pusch
OptoTech). Das Laser-Modul emittert auch infrarotes Restlicht (≈ 800nm der Pump-
diode und 1064nm der Fundamentalen des Nd:YAG-Kristalls). Da die verwendete
CCD-Kamera gerade in diesem Spektralbereich ihr Empﬁndlichkeitsmaximum auf-
weist, muss dieses Restlicht sorgfältig ausgeﬁltert werden. Außerdem ist die Emission
des Moduls nicht polarisiert, wodurch für eine deﬁnierte Anregung der Farbstoﬀmole-
küle zunächst linear polarisiertes Licht erzeugt werden muss. Beide Probleme werden
mit einem Prisma unter Ausnutzung des Brewster-Winkels an der ersten Grenzﬂä-
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L2
L1
Objektiv
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Abbildung 3.1: Schema des Einzelmolekülmikroskops. Die Komponenten sind: Blende zur
spektralen Filterung (B1), λ/4-Plättchen (λ/4), diverse Spiegel (SP), Sammellinse zur Justa-
ge der Ausleuchtung (L1), dichroischer Strahlteiler (ST), Blende zur Streulichtunterdrückung
(B2), Tubuslinse (L2) und Langpassﬁlter (LP). Weitere Erklärungen sind im Text zu ﬁnden.
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che und einer nachfolgenden Blende gelöst. Danach steht ein gut linear polarisierter
Strahl ohne Restlichtanteile zur Verfügung. Mit Hilfe eines λ/4-Plättchens wird zir-
kular polarisiertes Licht erzeugt. Die Lichtleistung am Ort der Probe beträgt dann
maximal 65mW .
Über einige Spiegel gelangt der Strahl in das eigentliche Mikroskop. Die Beleuch-
tung der Probe geschieht durch epi-Illumination. Ein dichroischer Strahlteiler (Ome-
gaFilters XF2030 525DRLP) im parallelen Strahlengang zwischen Objektiv und Ka-
mera ermöglicht die Einkopplung des Anregungslichtes. Dieser Strahlteiler wird fast
senkrecht (φ = 82◦) angestrahlt, so dass die Polarisation des Lichtes gut erhalten
bleibt. Diese Abweichung von der vorgesehenen Anwendung (45◦) verschiebt die spek-
trale Kante des Strahlteilers um ca. 10nm zu größeren Wellenlängen hin. Die Kante
liegt dann bei λedge ≈ 535nm, Licht mit λ < λedge wird hauptsächlich reﬂektiert,
alle andere Wellenlängen werden transmittiert. Ein paralleler Strahl liefert in der
Fokalebene des Objektivs einen beugungsbegrenzten Spot. Da diese Größe für die
Beleuchtung in einem Weitfeldmikroskop nicht ausreicht, muss der anregende Laser-
strahl vor dem dichroischen Strahlteiler leicht divergent gemacht werden. Dazu wird
der Strahl mit einer Sammellinse (f = 150mm) in die hintere Fokalebene des Objek-
tivs fokussiert. Durch leichtes Verschieben dieser Linse entlang der optischen Achse
kann so die Größe des auf der Probe ausgeleuchteten Bereiches eingestellt werden.
Für die Detektion von einzelnen Molekülen kamen vor allem drei Objektive zum Ein-
satz. Für alle Experimente auf einfachen Substraten wurde ein Trockenobjektiv (Zeiss
Epiplan Neoﬂuar 100x, NA = 0.9) verwendet. Bei allen Experimenten im SFA wur-
den Immersionsobjektive (Olympus UPlanApo 100x, NA = 1.35 oder Zeiss Epiplan
Neoﬂuar 100x, NA = 1.3) benutzt. Die Halterung des Objektivs kann zur Fokussie-
rung des Bildes mit einem Verschiebetisch (RadiantDyes) entlang der optischen Achse
bewegt werden.
Das Fluoreszenzlicht aus der Probe wird mit dem selben Objektiv gesammelt
und als Parallelstrahl dem Detektor zugeführt. Es passiert dabei zunächst den di-
chroischen Strahlteiler und eine Blende zur Streulichtreduktion. Danach wird der
parallele Strahl mit einer achromatischen Sammellinse (Edmund Optics, f = 200mm
oder f = 250mm) auf den Chip der CCD-Kamera abgebildet, welcher sich in ein-
facher Brennweite hinter der Tubuslinse beﬁndet. Direkt nach der Tubuslinse ist ein
Langpass-Filter (Chroma HQ545LP, OD532nm > 5) angeordnet, um das restliche An-
regungslicht und Streulicht aus der Probe wirksam zu elimieren. Als Detektor wird
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200mm 250mm
fnom [mm] M x [nm] M x [nm]
Zeiss-Objektive 165 121 132 151 106
Olympus-Objektiv 180 111 144 139 115
Tabelle 3.1: Abbildungsmaßstab und Größe eines Pixels auf der Probe für alle Kombina-
tionen aus Objektiv und Tubuslinse. Mit fnom ist die nominelle Brennweite der Tubuslinse
bezeichnet, bei welcher der Abbildungsmaßstab gerade 100-fach wird.
eine on-chip verstärkte frame-transfer-CCD-Kamera (Photometrics Cascade:512F)
verwendet, welche im nächsten Abschnitt detailliert beschrieben wird. Die einzel-
nen Pixel dieser Kamera sind quadratisch mit einer Kantenlänge von 16µm. Mit dem
nach Gleichung 2.26 berechneten Abbildungsmaßstab ergibt sich daraus die Größe
des Probenbereiches, welcher auf einem einzigen Pixel abgebildet wird. In Tabelle
3.1 sind für alle Kombinationen aus Objektiv und Tubuslinse diese beiden Parameter
aufgelistet.
Die Probe wird unter dem Mikroskopobjektiv direkt auf dem optischen Tisch an-
gebracht. Einfache Substrate sind dazu auf einer eigenen Positioniereinheit (Martock)
befestigt. Alternativ kann auch der selbst konstruierte SFA dort platziert werden, wie
er in Abschnitt 3.1.3 beschrieben wird.
3.1.2 Technische Daten der CCD-Kamera
Die Photometrics Cascade:521F ist eine vorderseitig beleuchtete frame-transfer-CCD-
Kamera mit on-chip-Verstärkung. Im Folgenden sollen deren wichtigste Eigenschaf-
ten diskutiert werden und dann die für Experimente interessanten Parameter Signal,
Rauschen und Bildrate berechnet werden.
Der lichtempﬁndliche Teil des CCD-Chips ist ca. 8x 8 mm groß und dabei in
512x 512 Pixel unterteilt, was 16x 16 µm pro Pixel entspricht. Es können beliebige
Teilgebiete (region of interest, ROI) des Chips ausgewählt werden, um später die Aus-
lesezeit und auch die Datenmenge im Messrechner gering zu halten. Die Quanteneﬃzi-
enz des Detektors erreicht bei λem ≈ 700nm das Maximum von QEmax = 0.47 e−photon .
Für die Detektion von Rhodaminfarbstoﬀen ist vor allem der Wellenlängenbereich
550− 850nm wichtig. In diesem Bereich ist die Quanteneﬃzienz größer als 0.3 e−
photon
.
Die Ladungskapazität der einzelnen Pixel beträgt 2.5 · 105 Elektronen. Die Cascade
besitzt zwei verschiedene Ausleseverstärker. Der erste arbeitet nach traditionellem
KAPITEL 3. EXPERIMENTELLES 77
Schema, der zweite benutzt vor der Signalwandlung ein Vervielfachungsregister, wel-
ches die on-chip-Verstärkung realisiert. Sämtliche Messungen greifen auf diesen zwei-
ten Ausleseport zurück. Die am Vervielfachungsregister angelegte Spannung kann per
Software eingestellt werden. Alle Einzelmolekülexperimente wurden bei maximaler
Spannung durchgeführt, was laut Datenblatt der Kamera einer Verstärkung G = 1000
entspricht. Der Analog-Digital-Wandler (ADC) arbeitet mit 16 bit und einer Wand-
lungsfrequenz von 5 bzw. 10MHz. Eine langsamere Digitalisierung verringert zwar
das Ausleserauschen ein wenig, benötigt aber mehr Zeit. Daher wurden alle Messung-
en bei fADC = 10MHz durchgeführt. Der gesamte CCD-Chip wird thermoelektrisch
auf bis zu −30◦C gekühlt.
Das frame-transfer-Prinzip erlaubt das Auslesen eines Bildes, während das nächste
Bild schon belichtet wird. Damit ist die maximal erreichbare Bildrate
Rimage = t
−1
exp (3.1)
solange texp ≥ treadout gilt. Die Auslesezeit berechnet sich als
treadout = tshift ·NCCDy +
NCCDy ·NROIx
fADC
(3.2)
wobei tshift = 2µs die Verschiebezeit einer ganzen Zeile während des Auslesens an-
gibt. NCCDy bezeichnet die Anzahl der Zeilen auf dem Chip (NCCDy = 512) und NROIx
die Anzahl der Spalten in der gewählten ROI. Dieses Schema ist nicht optimal, da
Pixel ausgelesen werden, welche sich außerhalb der ROI beﬁnden und nicht weiterver-
arbeitet werden sollen. Eine entsprechende Verbesserung der Firmware der Kamera
ist aber noch nicht verfügbar. Für eine ROI von 100x 100 Pixeln und fADC = 10MHz
ergibt sich somit treadout = 6.1ms, was der für diese Bedingungen gemessenen realen
Auslesezeit t∗readout = 6.5ms recht nahe kommt. Der Unterschied ist möglicherweise
auf nicht dokumentierte Vorgänge (z.B. die Transferzeit der Ladungen vom Sensor-
in den Frame-Transfer-Bereich) während des Auslesens zurückzuführen, die hier aber
nicht weiter untersucht werden sollen. Die maximal erreichbare Bildrate ergibt sich
damit zu
Rmaximage = (t
∗
readout)
−1 = 154 s−1 (3.3)
Als Ergebnis des gesamten Mess- und Ausleseprozesses erhält man für jedes Pixel
(x; y) das Signal I (x; y) gemessen in counts (cts), die der ursprünglich auf dieses
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Pixel aufgetroﬀenen Anzahl an Photonen P (x; y) proportional ist.
I (x; y) =
QE ·G
C
· P (x; y) (3.4)
Dabei ist QE die Quanteneﬃzienz, G der Verstärkungsfaktor durch die on-chip-
Verstärkung und C ein Umrechnungsfaktor für den Analog-Digital-Konverter. Bei
allen Messungen war stets C = 6 · e−
cts
und G = 1000. Ein einzelnes Photon bei 700nm
erzeugt also bei maximaler Verstärkung ein Signal
I1 ph = 78 cts (3.5)
Begrenzt durch die 16 bit des ADC ist das maximale Signal Imax = 65536 cts, was
bei diesen Bedingungen
Pmax = 836 photons (3.6)
entspricht.
Weiterhin soll das Rauschen des Kamerasystems abgeschätzt werden. Das Ge-
samtrauschen σtotal setzt sich aus drei Teilbeiträgen zusammen,
σtotal =
√
σ2shot + σ
2
dark + σ
2
readout (3.7)
welche im Folgenden einzeln beschrieben werden sollen. Zunächst sei erwähnt, dass
die on-chip-Verstärkung selbst auch einen Beitrag zum Gesamtrauschen liefert. Die-
ses Rauschen wird im excess-noise-Faktor F zusammengefasst. Alle Rauschbeiträge,
welche schon vor der Verstärkung entstehen, sind also mit dem Verstärkungsfaktor G
und dem excess-noise-Faktor F zu multiplizieren. F liegt für maximale Verstärkung
laut Datenblatt bei 1.4.
σshot bezeichnet das sogenannte Schrotrauschen (shot noise). Die Stromstärke ein-
fallender Photonen (Lichtintensität) folgt einer Poisson-Verteilung, so dass die Pho-
tonenankunftrate schon allein daher einem Rauschen unterliegt, dem Schrotrauschen.
Es gilt
σshot = G · F ·
√
QE · P
√
e− (3.8)
σdark bezeichet das Dunkelrauschen, welches durch Beiträge zum Signal entsteht, die
nicht durch Photonen ausgelöst werden. Es sind hier zwei Teilbeiträge zu nennen, die
Dunkelladung (dark charge) Idark, die im Pixel selbst mit konstanter Rate entsteht
KAPITEL 3. EXPERIMENTELLES 79
und die Scheinladung (spurious charge) Ispur, die durch das Verschieben der im Pixel
gesammelten Ladungen während des Auslesens entsteht. Im Datenblatt der Kamera
werden diese Beiträge mit Idark = 1 · e−s · texposure und Ispur = 0.1 · e− angegeben.
Damit ergibt sich als Dunkelrauschen
σdark = G · F ·
√
0.1 · e− + 1 · e
−
s
· texposure
√
e− (3.9)
Das Ausleserauschen σreadout entsteht bei der Wandlung der gesammelten Ladungen
in eine digitale Zahl hauptsächlich im Analog-Digital-Wandler. Es steigt mit fADC
und wird für fADC = 10MHz mit
σ2readout = 60 e
− (3.10)
angegeben. Damit ergibt sich das Gesamtrauschen für texposure = 15ms zu
σtotal = G · F ·
√
QE · P + 0.115 e− + 60 e
−
(G · F )2
√
e− (3.11)
Schon für sehr kleine Photonenraten (z.B. P = 10 photons) und eine sehr kleine
Verstärkung (z.B. G = 10) dominiert das Schrotrauschen QE ·P das Gesamtrauschen
sehr deutlich. Die beiden anderen Summanden spielen hingegen keine Rolle. Damit
ist das Signal-zu-Rausch-Verhältnis näherungsweise
SNR =
QE ·G · P
σtotal
=
1
F
√
e−
√
QE · P (3.12)
Für die maximale Photonenrate Pmax ist SNRmax = 14. Das SNR ist somit aus-
schließlich durch die Quantenausbeute und die Photonenrate bestimmt. Alle rein
technischen Rauschquellen sind in dieser Kamera vernachlässigbar klein.
3.1.3 Der Surface-Forces-Apparatus
Ein Surface-Forces-Apparatus ist in vielen Varianten kommerziell erhältlich [144],
allerdings müssen zur geplanten Kombination mit dem Einzelmolekülmikroskop weit-
reichende Anpassungen des Designs vorgenommen werden. Daher wurde der hier vor-
gestellte SFA speziell für die Möglichkeit zur Detektion einzelner Farbstoﬀmoleküle
konstruiert und optimiert. Es waren dabei einige Probleme zu überwinden, die im
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Abbildung 3.2: Schema des modiﬁzerten Surface-Forces-Apparatus.
Folgenden diskutiert werden.
Die interferometrische Bestimmung der Dicke des eingeschlossenen Flüssigkeits-
ﬁlmes erfordert gut reﬂektierende Substrate. Die Detektion einzelner Moleküle ist
jedoch nur möglich, wenn möglichst viel der Fluoreszenz am Detektor eintriﬀt. Es ist
somit nicht möglich, eine Reﬂektivität der Substrate zu ﬁnden, bei der beide Ver-
fahren mit hoher Genauigkeit funktionieren. Daher wurde eine andere Variante der
Dickenmessung benutzt, die Messung mit einem externen kapazitiven Positionssensor
wie in [74] beschrieben. Ein solcher Sensor ist in verschiedenen Ausführungen kom-
merziell erhältlich und besteht im Wesentlichen aus zwei kleinen Platten, welche einen
gewissen Arbeitsabstand haben. Ändert sich dieser Abstand, verändert sich auch die
Kapazität des durch die Sensorplatten gebildeten Kondensators. Die Sensorelektronik
liefert als Ergebnis den Abstand der Platten mit einer Genauigkeit von bis zu 0.1nm
(Herstellerangabe). Wird jeweils eine dieser Sensorplatten fest an jede der Oberﬂächen
des SFA montiert, kann eine Änderung des Abstandes der Oberﬂächen als Änderung
des Abstandes der Sensorplatten gemessen werden.
Ein Schema des realisierten SFA ist in Abbildung 3.2 zu sehen. Die obere der
beiden Zylinderﬂächen ist fest mit dem Aluminiumrahmen des Gerätes verbunden
und besteht aus einem Quarz-Plättchen (d = 100µm), welches auf eine zylindrische
Halterung (R = 70mm) aus Aluminium aufgeklebt ist. Die Halterung bestimmt
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dadurch die Form der Oberﬂäche und ist mit einer Bohrung (d = 10mm) versehen,
so dass das Quarz-Plättchen genau diese Öﬀnung überdeckt. Dadurch kann von oben
ein Immersionsobjektiv sehr nahe an die Probenﬂüssigkeit herangebracht werden,
welche sich im Experiment direkt unterhalb der oberen Zylinderﬂäche beﬁndet. Auf
den Zylinderﬂächen aus Quarz kann dann die eigentliche feste Grenzﬂäche des SFA
montiert werden. Es kamen hier dünne Plättchen aus Mica (Goodfellow) zum Einsatz.
Die Mica-Plättchen können aufgeklebt (Norland optical adhesive no. 63) oder durch
Adhäsion auf dem Quarz angebracht werden. Bei den in Kapitel 6 beschriebenen
Schermessungen wurden unveränderte Quarzoberﬂächen eingesetzt.
Die untere Zylinderﬂäche ist identisch zur oberen aufgebaut, um das Experiment
symmetrisch zu gestalten. Allerdings ist diese Fläche mit zwei Doppelfedern an einer
Verschiebeeinheit bestehend aus manuellem Verschiebetisch (Martock) und Piezo-
Scanner (PI) befestigt. Damit kann der Abstand zwischen beiden Oberﬂächen sehr
präzise eingestellt werden. An beiden Oberﬂächen ist jeweils eine Platte eines kapa-
zitiven Positionssensors (PI) befestigt, die obere dieser beiden Platten ist über drei
Mikrometerschrauben verkipp- und verschiebbar, so dass der optimale Arbeitsabstand
(50µm) und die Parallelität der Platten sehr einfach justiert werden können. Damit
ist es möglich, die Verbiegung der Doppelfedern zu messen und so die Normalkraft
zu bestimmen, mit der beide Oberﬂächen aufeinander gepresst werden. Es kamen
dabei drei verschiedene Sätze von Federn mit den Federkonstanten k1 = 0.25 kN/m,
k2 = 4.7 kN/m und k3 = 19.7 kN/m zum Einsatz. Über die Auswahl der Federkon-
stante lässt sich vor allem die Empﬁndlichkeit der Kraftmessung einstellen, weshalb
für die meisten Messungen der Federsatz 2 benutzt wurde. In Abschnitt 3.3.1 wird
die Kraftmessung im SFA sowie die erreichbare Messgenauigkeit erläutert.
Der gesamte SFA ist über einen xy-Verschiebetisch (Newport) am optischen Tisch
befestigt. Damit kann eine genaue Positionierung bezüglich des Mikroskops erreicht
werden. Weiterhin ist das gesamte Experiment mit einer Abdeckung versehen, um eine
gewisse thermische und mechanische Isolierung gegenüber der Umgebung im Labor zu
gewährleisten. Um den störenden Einﬂuss von Gebäudeschwingungen zu minimieren,
wurden alle mechanischen Messungen in einem Kellerlabor durchgeführt.
Für Schermessungen kann die untere Zylinderﬂäche mittels Piezo-Scanner deﬁniert
lateral verschoben werden. Das Bewegungsschema wurde so gewählt, dass der Betrag
der Geschwindigkeit konstant ist. Es ergibt sich eine Folge von linearen Rampen, wie
in Abbildung 3.3 dargestellt. Dabei war die Amplitude für alle Experimente 5µm,
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Abbildung 3.3: Schema der Bewegung der unteren Grenzﬂäche des SFA bei Scherexpe-
rimenten. Es ergeben sich Phasen mit konstanter Schergeschwindigkeit. Im Bild beträgt
vshear = 10µm/s.
der Anstieg der Rampen deﬁniert den Betrag der Schergeschwindigkeit (vshear =
0 . . . 15µm/s).
3.2 Präparation der Substrate und Probesubstanzen
3.2.1 Muscovite Mica
Die Präparation der Oberﬂächen für Experimente im SFA erfordert hohe Präzisi-
on und Reinheit. Wie schon gezeigt, können extrem saubere und glatte Oberﬂächen
aus Mica relativ einfach durch Spalten einer größeren Platte hergestellt werden. Es
muss trotzdem dafür gesorgt werden, dass sich zwischen dem Spalten und dem Be-
ginn des Experimentes keine neuen Verunreinigungen anlagern. Deshalb sollten alle
Präparationsschritte einschließlich der sich anschließenden Experimente in staub- und
wasserfreier Atmosphäre stattﬁnden (Reinstraum, getrocknete Stickstoﬀatmosphäre).
Steht kein Reinstraum zur Verfügung, kann nur versucht werden, den Einﬂuss von
Schmutzpartikeln aus der Atmosphäre zu minimieren, indem die Zeitspanne zwischen
der Präparation der Oberﬂäche und deren Einbau in den SFA so klein wie möglich ge-
halten wird. Dementsprechend wurden alle Mica-Oberﬂächen erst unmittelbar vor der
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Abbildung 3.4: Topographie eines Mica-Substrates kurz nach dem Spalten. AFM, non-
contact-mode. [145] Die deutlich sichtbaren Strukturen bestehen vermutlich aus adsorbier-
tem Wasser aus der Atmosphäre. Rechts die Höhenverteilung. Aus dem Gaußﬁt an diese
Verteilung ergibt sich als Rauigkeit σh = 0.07 nm.
Montage in den experimentellen Aufbau nach der Methode von Frantz [76] präpariert.
Zunächst werden kleine Plättchen (10mmx 20mm) einfach durch zurechtschnei-
den mit einer Schere hergestellt und auf einer Unterlage ﬁxiert, so dass ein Stück
Klebestreifen auf einem Teil (ca. 10mmx 5mm) der Oberseite des Plättchens befes-
tigt werden kann. Mit einiger Übung gelingt es durch Abziehen dieses Streifens in
ﬂachem Winkel, eine dünne Schicht Mica von der Oberseite des Plättchens zu lösen.
Durch Kontrolle mit bloßem Auge in reﬂektiertem Weißlicht lassen sich eventuel-
le Defekte der Oberﬂäche (beispielsweise Stufen) sehr leicht erkennen. Nur perfekt
fehlerfreie Schichten werden weiterbearbeitet. Diese können mit Pinzette und Sche-
re vom Klebestreifen gelöst werden. Direkt danach wird die Glimmerschicht mit der
neu geschaﬀenen Oberﬂäche auf ein schon auf der Aluminiumhalterung aufgeklebtes
Quarz-Plättchen aufgelegt. Oft haften sie durch Adhäsion sehr fest am Quarz. Es ist
darauf zu achten, dass sich keine Falten in der Glimmerschicht bilden und dass mög-
lichst keine Lufteinschlüsse zwischen Glimmer und Quarz entstehen. Direkt danach
wird die Glimmerschicht mit einem Stück Klebestreifen komplett abgedeckt und ist
somit zunächst vor Verschmutzung sicher. Vom Ablösen der dünnen Schicht bis zum
Abdecken vergeht nicht mehr als eine Minute.
Auf diese Art kann ein Vorrat an haltbaren Oberﬂächen präpariert werden. Diese
werden erst vor dem tatsächlichen Einsatz durch Abziehen des Klebestreifens mit
einer dünnen Schicht Mica fertiggestellt. Direkt danach werden zwei Oberﬂächen in
den SFA eingebaut und so schnell wie möglich mit der Probenﬂüssigkeit bedeckt. Bei
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Abbildung 3.5: Topographie einer Oberﬂächenstufe auf Mica. AFM, non-contact-mode.
[146]
diesem letzten Schritt vergehen nicht mehr als drei Minuten. Die Topographie einer
so präparierten Oberﬂäche wurde mit dem AFM untersucht [145] (Abbildung 3.4).
Die Mica-Substrate für die in Kapitel 4 beschriebenen Experimente wurden ganz
ähnlich präpariert. Es kamen dabei größere Plättchen zum Einsatz, deren Oberﬂäche
aber ebenso erst kurz vor dem Experiment durch Abziehen einer dünnen Schicht
hergestellt wurde. Bei diesem Abziehen entstehen ohne besondere Anstrengungen ab
und zu sehr gerade Oberﬂächenstufen, wie sie bei einem Teil der Versuche benutzt
wurden. Die Topographie einer solchen Stufe ist in Abbildung 3.5 zu sehen [146].
3.2.2 Quarzsubstrate
Für alle Experimente im SFA ist ein Trägermaterial für die Mica-Schichten notwen-
dig. Dieses Material soll aber die optische Beobachtung der eingeschlossenen Flüssig-
keit nicht erschweren. Deshalb werden nur Quarz-Plättchen (Vogelsberger, Suprasil,
Stärke 0, d = 100µm) mit sehr kleiner Eigenﬂuoreszenz als Substrat verwendet.
Außerdem müssen alle ﬂuoreszierenden Verunreinigungen der Oberﬂächen gründlich
entfernt werden. Hierfür wird ein nasschemisches Verfahren eingesetzt, welches im
Folgenden beschrieben werden soll.
Hochreine, dünne Quarz-Plättchen der Stärke 0 sind sehr kostenintensives Ver-
brauchsmaterial. Es liegt daher nahe, alle Plättchen so oft wie möglich wiederzuver-
wenden. Um ein benutztes Substrat auf schonende Art von der Aluminiumhalterung
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Abbildung 3.6: Topographie eines gereinigten Quarz-Substrates. AFM, non-contact-mode.
[147] Rechts die Höhenverteilung. Aus dem Gaußﬁt an diese Verteilung ergibt sich als Rau-
igkeit σh = 0.74 nm.
zu lösen, wird diese für einige Stunden in ein Azetonbad gelegt. Dieses Verfahren
kann im Ultraschallbad beschleunigt werden, allerdings wird dabei fast immer das
Substratplättchen zerstört. Die abgelösten Plättchen werden dann mit Azeton von
allen Klebstoﬀresten und sonstigen groben Verschmutzungen befreit. Danach, wie
nach allen Spülgängen, wird das Plättchen vorsichtig im Stickstoﬀstrom getrocknet.
Es erfolgt eine Spülung mit Ultrareinstwasser (Millipore Milli-Q Synthesis) und er-
neutes Trocknen mit Stickstoﬀ. Im Anschluss erfolgt die Entfernung aller organischen
Verunreinigungen in einem Piranha-Bad. Diese Lösung besteht zu gleichen Teilen aus
Wasserstoﬀperoxid (Merck, Suprapur, 30 %) und Schwefelsäure (Merck, Suprapur,
96 %). Das Quarz-Plättchen wird bei ca. 60 ◦C für 20-30 Minuten darin eingetaucht.
Danach erfolgen wieder die Spülung mit Reinstwasser und die anschließende Trock-
nung mit Stickstoﬀ. Gesäuberte Plättchen wurden in kleinen Plastikschachteln bis
zur Verwendung gelagert, ohne dass dadurch eine messbare Verunreinigung entsteht.
Die Substratreinheit kann sehr einfach mit dem Fluoreszenzmikroskop kontrol-
liert werden, indem die Anzahl der ﬂuoreszierenden Partikel gezählt und die mitt-
lere Helligkeit des Bildausschnittes errechnet wird. Die Ergebnisse sind abhängig
von den genauen experimentellen Bedingungen, mit 10mW (0.56 kW/cm2), 100x
Trockenobjektiv und 20ms Belichtungszeit ergibt sich für ein gereinigtes Quarz-
Substrat beispielsweise eine mittlere Helligkeit 〈I〉 = 40 cts und eine Partikeldichte
ρ = 1.1 · 10−4 (µm)−2. Die Topographie eines solchen Quarz-Substrates [147] ist in
Abbildung 3.6 zu sehen.
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TEHOS OMCTS
chemische Zusammensetzung C32H68O4Si C8H24O4Si4
molare Masse M [ g
mol
]
544.97 296.61
Dichte ρ [ g
cm3
]
0.88 0.96
Viskosität η [mPa s] 6.8 [20] 2 [29]
Schmelztemperatur θm [◦C] −73 17
Tabelle 3.2: Einige ausgewählte Eigenschaften von Tetrakis-(2-ethylhexoxy)-silane (TE-
HOS) und Octamethylcyclotetrasiloxan (OMCTS) nach [153].
3.2.3 Farbstoösungen für Einzelmolekülexperimente
Obwohl die in dieser Arbeit bearbeiteten Fragestellungen nicht auf spezielle Eigen-
schaften einer konkreten Flüssigkeit oder eines speziellen Farbstoﬀes abzielen, ist eine
sorgfältige Auswahl beider Materialien notwendig, da anderenfalls die Experimente
stark erschwert oder sogar unmöglich werden können. Diese Auswahl soll im Folgen-
den beschrieben werden.
Nach dem Studium ähnlicher Experimente in der Literatur sind vor allem zwei
Flüssigkeiten für die geplanten Untersuchungen geeignet, Tetrakis-(2-ethylhexoxy)-
silane (TEHOS) und Octamethylcyclotetrasiloxan (OMCTS). TEHOS wurde bereits
in Benetzungsexperimenten [20, 148], in Untersuchungen der Flüssigkeitsstruktur in
der Nähe fester Grenzﬂächen mittels Röntgen-Diﬀraktometrie [21,3941] und in Ein-
zelmolekülexperimenten [35,111] erfolgreich verwendet. OMCTS wurde für zahlreiche
Experimente im SFA eingesetzt [24,2629,69,149152]. Beide Flüssigkeiten sind ein-
ander sehr ähnlich, einige wichtige Eigenschaften sind in Tabelle 3.2 zusammengefasst,
und ihre Struktur ist in Abbildung 3.7 zu sehen.
Beide sind bei Raumtemperatur unpolare, chemisch nicht reaktive Flüssigkeiten
mit sphärischen Molekülen von etwa 1nm Durchmesser. Auch die Viskosität beider
Substanzen, welche die Zeitskala der molekularen Dynamik in der Flüssigkeit be-
stimmt, ist sehr ähnlich. Ein wesentlicher Unterschied ist allerdings der Dampfdruck
beider Flüssigkeiten bei Raumtemperatur, welcher für TEHOS wesentlich kleiner ist.
Um wenigstens einige Stunden unter stabilen Bedingungen mit OMCTS experimen-
tieren zu können, muss die Verdunstung mit einer abgeschlossenen Atmosphäre kon-
trolliert werden. Für TEHOS ist das nicht notwendig, da in einer oﬀenen Stickstoﬀat-
mosphäre selbst über mehrere Tage hinweg keine signiﬁkante Verdunstung festgestellt
wurde [20]. Daher wird in allen Experimenten hauptsächlich TEHOS eingesetzt, um
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Abbildung 3.7: Chemische Struktur von Tetrakis-(2-ethylhexoxy)-silane (TEHOS) und
Octamethylcyclotetrasiloxan (OMCTS) [41].
den experimentellen Aufwand zunächst möglichst gering zu halten.
Passend zur Probenﬂüssigkeit müssen auch geeignete Fluoreszenzfarbstoﬀe ge-
funden werden. Die Menge der kommerziell vertriebenen Fluoreszenzfarbstoﬀe ist
heute fast unüberschaubar groß, eine gute Übersicht ist in [154] zu ﬁnden. Für die
Auswahl eines geeigneten Farbstoﬀes wurden wiederum vergleichbare Experimente
in der Literatur gesucht. Laserfarbstoﬀe wie Rhodamine (aus der Gruppe der Xan-
thene) sind schon geraume Zeit als ausgezeichnete Fluoreszenzfarbstoﬀe [155, 156]
bekannt. Sie besitzen sowohl eine sehr hohe Quantenausbeute [113] als auch einen
hohen Absorptionsquerschnitt [114] sowie ein günstiges Absorptionsspektrum [154].
Auch in vielen Einzelmolekülexperimenten wurden Rhodamine bereits erfolgreich ein-
gesetzt [91, 92, 94, 97, 103, 111, 157]. Gerade für Untersuchungen der Dynamik in TE-
HOS oder OMCTS sind Rhodamine sehr gut geeignet, da die Größe ihrer Moleküle
(l ≈ 1nm) gut mit der Größe der Flüssigkeitsmoleküle übereinstimmt. In der vor-
liegenden Arbeit werden drei verschiedene Rhodamin-Farbstoﬀe benutzt, Rhodamin
123 (Rh123), Rhodamin 6G (Rh6G) und Rhodamin B (RhB) (alle Radiant Dyes).
Die Struktur dieser Farbstoﬀe (Abbildung 3.8) unterscheidet sich nur durch einige
funktionale Gruppen voneinander, welche aber den ionischen Charakter der Moleküle
bestimmen. So ist Rh123 anionisch, Rh6G kationisch und RhB zwitterionisch. Alle
drei Farbstoﬀe sind in unpolaren Lösungsmitteln (wie TEHOS oder OMCTS) nur
sehr schlecht löslich.
In die zu untersuchende Flüssigkeit müssen nun die als Sonde dienenden Farbstoﬀ-
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Abbildung 3.8: Chemische Struktur von Rhodamin 123, Rhodamin 6G und Rhodamin
B [154].
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moleküle eingebracht werden. Dazu werden beide Bestandteile geeignet miteinander
zu einer Farbstoösung vermischt. Die Herstellung dieser Farbstoösungen soll im
folgenden Abschnitt genau beschrieben werden. Zunächst müssen solche Lösungen
für Einzelmolekülexperimente einer Reihe Kriterien genügen. Es bestehen sehr ho-
he Anforderungen an die Reinheit der Lösung, da später im Experiment tatsächlich
einzelne Farbstoﬀmoleküle detektiert werden können. Idealerweise sollte deshalb eine
solche Lösung nur aus Lösemittel (Flüssigkeit) und einer bestimmten Konzentration
C an Farbstoﬀmolekülen bestehen, was natürlich nur näherungsweise erreicht werden
kann. Dafür hat aber die genaue Konzentration nur geringen Einﬂuss auf die Resul-
tate der Einzelmolekülexperimente, die Dynamik eines Farbstoﬀmoleküls hängt (in
weiten Bereichen) nicht von C ab. Es muss aber sichergestellt werden, dass die Kon-
zentration gering genug ist, um einzelne Moleküle überhaupt voneinander unterschei-
den zu können. Außerdem muss C genügend groß sein, um in vertretbarer Messzeit
zu Ergebnissen zu kommen. Weiterhin sollte sichergestellt sein, dass zumindest der
überwiegende Teil der beobachteten ﬂuoreszierenden Partikel tatsächlich Moleküle
des eingebrachten Farbstoﬀes sind, da sonst die Aussagekraft der Ergebnisse stark
eingeschränkt wird.
Es wurde zunächst eine Rohlösung Farbstoﬀ/Flüssigkeit hergestellt, indem wenige
Kristalle des Farbstoﬀes und einige Milliliter der Flüssigkeit gemeinsam in ein Fläsch-
chen gegeben wurden. Auf eine genaue Wägung der Bestandteile wurde zu Gunsten
einer hohen chemischen Reinheit verzichtet. Um trotz der geringen Löslichkeit ge-
nug Farbstoﬀ deﬁniert in Lösung zu bringen, wurden beide Komponenten bei etwa
50◦C im Ultraschallbad für etwa zwei Stunden vermischt. Anschließend wurden die
ungelösten, festen Bestandteile abzentrifugiert (etwa 1h), so dass danach aus dem
oberen Teil des Fläschchens die Lösung zur weiteren Verwendung entnommen werden
konnte. Trotz der schlechten Löslichkeit der Rhodamine ist die Konzentration in die-
ser Rohlösung für Einzelmolekülexperimente noch viel zu hoch. Daher wurde durch
einfaches Zugeben von Flüssigkeit die Rohlösung weiter verdünnt und schrittweise im
Einzelmolekülmikroskop auf ihre Verwendbarkeit hin überprüft. Die letztendlich für
Experimente verwendeten Lösungen waren bezogen auf die Rohlösung etwa 2000- bis
5000-fach verdünnt. Lässt sich durch eine derartige Verdünnungsreihe tatsächlich die
Anzahl der sichtbaren Partikel in der Lösung beeinﬂussen, ist außerdem sichergestellt,
dass die ﬂuoreszierenden Bestandteile der Lösung tatsächlich der eingebrachte Farb-
stoﬀ und nicht etwa unbekannte Verunreinigungen der Flüssigkeiten oder Instrumente
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Kraftmessung im modiﬁzierten Surface-
Forces-Apparatus.
sind.
Die letztendlich erreichte genaue Konzentration wurde für jeden Farbstoﬀ an einer
tatsächlich benutzten Lösung überprüft. Dazu wurde die Extinktion in der Rohlösung
mit einem Spektrometer bestimmt. Die Farbstoﬀkonzentration in der Rohlösung muss
dann nur noch mit der relativen Verdünnung multipliziert werden. Für eine Lösung
von Rhodamine B in TEHOS zur Detektion einzelner Moleküle (2000-fache Verdün-
nung) ergab sich dann beispielsweise eine Konzentration von 5 · 10−10mol
l
.
3.3 Analyse der Messdaten
3.3.1 Kraft-Abstands-Kurven aus mechanischen Messungen
Im folgenden Abschnitt soll genau beschrieben werden, wie mit dem in dieser Arbeit
realisierten Aufbau Kraft-Abstands-Kurven gemessen werden können. Es soll gezeigt
werden, wie aus den Sensordaten der Abstand der festen Grenzﬂächen und die an-
gewandte Kraft gewonnen werden können und mit welcher Genauigkeit das möglich
ist.
Die Realisierung des Messprinzips ist in Abbildung 3.9 schematisch dargestellt.
Ein wesentlicher Unterschied zur optischen Dickenmessung mittels MBI besteht darin,
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dass mit dem externen Positionssensor zunächst nur eine Änderung des Abstandes der
beiden Substratträger gemessen werden kann. Das messbare Sensorsignal Xp selbst
ist abhängig von der genauen Justage Xj der oberen Sensorplatte und der Länge der
Befestigung der unteren Sensorplatte Xm. Alle Teile des Aufbaues sind so beschaﬀen,
dass bei den auftretenden Kräften eine Verbiegung vernachlässigbar klein ist. Damit
gilt
Xj +Xp +Xm = X
up
s +Xl +X
low
s (3.13)
wobei Xups , X lows die Gesamthöhe der benutzten Substrate und Xl die Dicke der
eingeschlossenen Flüssigkeit ist. Die genaue Bestimmung der meisten Größen aus
dieser Gleichung ist nur sehr schwer möglich, weswegen nur die Bestimmung von
Änderungen gegenüber einem Ausgangszustand sinnvoll ist. Mit der Festlegung ∆ =
X (n+ 1) − X (n) für alle oben genannten Größen ergibt sich die Veränderung des
Signals am Positionssensor zu
∆p = ∆
up
s +∆l +∆
low
s (3.14)
da Xj und Xm nach dem Beginn des Experimentes nicht mehr verändert werden und
damit auch ∆j = ∆m = 0 gilt. Die Gesamthöhe H des Rahmens ist gegeben durch
Xt +Xfms +X
up
s +Xl +X
low
s = H (3.15)
Dabei sind Xt die Höhe der Verschiebeeinheit und Xfms die Höhe der kraftmessenden
Feder. Betrachtet man wiederum nur die Veränderung all dieser Längen ergibt sich
mit Gleichung 3.14
∆fms = − (∆t +∆p) (3.16)
Ist die Federkonstante kfms der kraftmessenden Feder bekannt, kann die Veränderung
der wirkenden Kraft mit dem Hook'schen Gesetz berechnet werden als
∆F = −kfms ·∆fms = kfms · (∆t +∆p) (3.17)
Für eine Bestimmung der absolut wirkenden Kraft ist in jedem Fall eine Kalibrierung
notwendig. Die Genauigkeit σF , mit der solche Änderungen der wirkenden Kraft ge-
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messen werden können, ergibt sich damit zu
σF = σ
fms
k (∆t +∆p) + kfmsσt + kfmsσp (3.18)
Die Bestimmung der Änderung der Flüssigkeitsdicke ∆l ist mit dem hier benutzten
Aufbau grundsätzlich schwierig, da immer nur die Summe ∆ups +∆l+∆lows als Ände-
rung des Sensorsignals Xp gemessen werden kann (Gleichung 3.14). Die Bestimmung
der genauen Deformation jedes einzelnen Substrates ist nicht Ziel der Messung, daher
kann man mit ∆s = ∆ups + ∆lows vereinfachend beide durch eine einzige Größe ∆s
beschreiben. Ist das genaue Deformationsverhalten der Substrate als Funktion der
wirkenden Kraft bekannt, kann die Änderung der Filmdicke ∆l geschrieben werden
als
∆l = ∆p −∆s (F ) (3.19)
Die Funktion ∆s (F ) hängt sehr stark von der genauen Geometrie der verwende-
ten festen Grenzﬂächen ab. Üblicherweise werden für Experimente im SFA relativ
dicke Zylinderlinsen aus Glas benutzt. Die Deformation eines solchen Substrates ent-
steht durch die Kompression eines Festkörpers mit gekrümmter Oberﬂäche. Für Ober-
ﬂächen ohne Adhesion wird diese Kompression durch die Theorie nach Hertz [158]
beschrieben. Die JKR-Theorie nach Johnson, Kendall und Roberts [159] beschreibt
ebenfalls diese Kompression, allerdings wird auch die Oberﬂächenenergie berücksich-
tigt. Derjaguin, Muller und Toporov (DMT) [160] beschreiben in ihrer Arbeit eine
attraktive Kraft, welche nicht nur beim direkten Kontakt, sondern auch schon bei
kleinem Abstand der Oberﬂächen wirkt. Die Ergebnisse dieser drei Arbeiten werden
in [161] miteinander verglichen. Tatsächlich gibt es nur geringe quantitative Unter-
schiede, das qualitative Verhalten ist bei allen drei Theorien sehr ähnlich und wird
daher hier nur für die einfache Hertz'sche Theorie gezeigt. Es ergibt sich ein nichtlinea-
rer Zusammenhang zwischen Deformation der Oberﬂäche ∆s und der angewandten
Kraft F
∆s ∼ F 2/3 (3.20)
Der Proportionalitätsfaktor hängt dabei von der Elastizität der verwendeten Mate-
rialien und deren Form (z. B. Krümmungsradius) ab.
Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente werden dünne
(d ≈ 100µm) Quarz-Plättchen benutzt, welche auf einen kreisrunden, stabilen Rah-
men aufgeklebt sind. Solche Substrate können sich sehr leicht verbiegen, doch das
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Abbildung 3.10: Bestimmung des Deformationsverhaltens für einfache Quarz-Substrate
ohne eingeschlossene Flüssigkeit. Dargestellt ist die angewandte Kraft F und das Sen-
sorsignal ∆p. Die senkrechte gestrichelte Linie markiert die erste Berührung der beiden
Substrate. Die rote Linie zeigt einen linearen Fit an die Datenpunkte links der Kontaktli-
nie. Es zeigt sich lineare Elastizität entsprechend Gleichung 3.21 mit einer Federkonstante
ks = (9.757± 0.002) kNm . Im kleinen Diagramm sind die Residuals des Fits zu sehen. Es
ergibt sich eine Standardabweichung σres = 0.53nm. Systematische Abweichungen zeigen
sich nur für sehr kleine Kräfte (F < 0.3mN).
wurde bisher nicht berücksichtigt. Die Durchbiegung in der Mitte einer kreisrunden
ebenen Membran, auf die zentral eine punktförmige Kraft einwirkt, wird in [162]
berechnet. Es ergibt sich eine direkte Proportionalität
∆s ∼ F (3.21)
Allerdings sind die benutzten Substrate nicht eben, sondern auf einer Zylinderﬂä-
che angeordnet. Damit unterliegen die Substrate immer einer gewissen mechanischen
Spannung, so dass sich auch deren Verbiegungseigschaften von dem ebener Substrate
unterscheiden werden. Außerdem wirkt die Kraft nicht nur punktförmig in der Mitte
der Membran sondern über eine ausgedehnte Kontaktregion. Insgesamt kann nur sehr
schwer gesagt werden, ob die tatsächlich beobachtbare Deformation Gleichung 3.21
entsprechen wird. Weiterhin wird natürlich trotzdem eine gewisse Kompression des
Substratmaterials vorliegen, so dass das genaue Deformationsverhalten experimentell
bestimmt werden muss.
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Abbildung 3.11: Bestimmung des Deformationsverhaltens für Quarz-Substrate mit durch
Adhesion angebrachten Mica-Plättchen ohne eingeschlossene Flüssigkeit. Dargestellt ist die
angewandte Kraft F und das Sensorsignal ∆p. Die senkrechte gestrichelte Linie markiert die
erste Berührung der beiden Substrate. Die rote Linie zeigt einen linearen Fit an die Daten-
punkte links der Kontaktlinie. Es zeigt sich lineare Elastizität entsprechend Gleichung 3.21
mit einer Federkonstante ks = (6.356± 0.002) kNm . Im kleinen Diagramm sind die Residuals
des Fits zu sehen, es ergibt sich eine Standardabweichung σres = 0.87nm. Systematische
Abweichungen zeigen sich vor allem für kleine Kräfte (F < 1mN).
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Abbildung 3.12: Bestimmung des Deformationsverhaltens für Quarz-Substrate mit auf-
geklebten Mica-Plättchen ohne eingeschlossene Flüssigkeit. Dargestellt ist die angewandte
Kraft F 2 und das Sensorsignal (∆p)3. Die senkrechte gestrichelte Linie markiert die erste
Berührung der beiden Substrate. Die rote Linie zeigt einen linearen Fit an die Datenpunkte
links der Kontaktlinie. Es zeigt sich Elastizität nach der Hertz'schen Theorie mit F 2 ∝ (∆p)3
entsprechend Gleichung 3.20. Im kleinen Diagramm sind die Residuals des Fits zu sehen.
Systematische Abweichungen zeigen sich vor allem für große Kräfte (F 2 > 20 (mN)2).
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Dieses Experiment wurde für drei verschiedene Substrattypen durchgeführt. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.10, 3.11 und 3.12 dargestellt. Dabei zeigt sich
für einfache Quarz-Substrate und für Substrate, bei denen die Mica-Plättchen ohne
Klebstoﬀ auf dem Quarz befestigt sind, eine sehr gute Übereinstimmung mit der in
Gleichung 3.21 formulierten linearen Deformation. Die gemessenen Federkonstanten
ks unterscheiden sich sehr deutlich voneinander und hängen oﬀenbar sehr empﬁndlich
von den speziﬁschen Eigenschaften der verwendeten Quarz-Plättchen ab. Werden die
Mica-Plättchen hingegen mit Klebstoﬀ auf den Quarz-Substraten befestigt (Abbil-
dung 3.12), zeigt sich sehr deutlich ein nichtlinearer Verlauf der Substratdeformation.
In der Darstellung F 2 als Funktion von (∆s)3 lässt sich mit hoher Genauigkeit eine
Gerade an die Datenpunkte anpassen, es zeigt sich somit eine gute Übereinstimmung
mit der Hertz'schen Theorie (Gleichung 3.20). Dieses Verhalten ist verständlich, da die
Klebstoﬀschicht im Vergleich zum Glas sehr weich ist. Gerade für derartige Substrate
wird die Kompression der Klebstoﬀschicht einen wesentlichen Beitrag zur gesamten
Deformation liefern.
In allen drei Experimenten sind auch systematische Abweichungen der Resultate
vom jeweils benutzten Modellverlauf der Deformation erkennbar. Es blieben entweder
bestimmte experimentelle Eﬀekte in der Theorie unberücksichtigt oder diese Abwei-
chungen sind Ausdruck einer Mischung aus beiden Deformationstypen.
Unter Zugrundelegung einer linearen Elastizität der Substrate (−ks · ∆s = ∆F )
und nach der Bestimmung der Federkonstante ks kann die Änderung der Flüssig-
keitsdicke ∆l zwischen den Substraten nach Gleichung 3.19 und 3.17 angeben werden
als
∆l = ∆p +
kfms
ks
(∆p +∆t) (3.22)
Werden genügend harte Substrate (ks wird groß) und genügend weiche Federn (kfms
wird klein) gewählt, kann der zweite Term vernachlässigt werden. Eine Änderung
der Flüssigkeitsdicke wird dann direkt als Änderung des Signals des Positionssensors
messbar. Ein interessanter Sonderfall ist die Detektion von Schichtübergängen, welche
bereits in Abschnitt 2.2.1 beschrieben wurden. Die Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes ändert
sich dabei sehr schnell um die Höhe einer Lage Flüssigkeitsmoleküle. Dieser Vorgang
beginnt durch spontane Nukleation [11, 68] in der eingeschränkten Flüssigkeit und
kann daher beobachtet werden, ohne die untere Grenzﬂäche zu bewegen. Damit ist
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∆t = 0 und die detektierbare Signaländerung am Positionssensor ist
∆p =
∆l
1 +
kfms
ks
(3.23)
Werden ks = 9.8 kNm , kfms = 4.7 kNm und ∆l = 0.9nm (entspricht dem Moleküldurch-
messer von OMCTS) eingesetzt, ergibt sich ∆p = 0.61 nm. Im Allgemeinen lässt sich
die Genauigkeit σl der Bestimmung einer Dickenänderung der Flüssigkeit angeben
durch
σl = σp
(
1 +
kfms
ks
)
+ σt
kfms
ks
+ (∆p +∆t)
[
σfmsk
ks
+
kfmsσ
s
k
(ks)
2
]
(3.24)
wobei σfmsk und σsk die Messfehler für die jeweiligen Federkonstanten sind. Die hier
vorgestellten Berechnungen wurden bereits in [163] veröﬀentlicht.
3.3.2 Der Tracking-Algorithmus
Alle Messungen mit dem rechnergesteuerten Videomikroskop liefern zunächst eine
Serie von Bildern in digitalisierter Form, die mehrere Abbilder leuchtender Objekte an
unterschiedlichen Orten, aber auch Rauschen und andere Bildfehler enthalten können.
In einem ersten Schritt der Analyse müssen die Orte der Objekte extrahiert werden.
Durch Kombination dieser Orte für mehrere, aufeinanderfolgende Bilder, kann die
komplette Trajektorie eines Partikels rekonstruiert werden. Die Realisation dieses
Tracking genannten Algorithmus wird im folgenden Abschnitt beschrieben.
Die Aufgabe, helle Objekte in einem verrauschten Bild zu ﬁnden und zu lokali-
sieren, ist für einen menschlichen Betrachter sehr leicht zu lösen. Angesichts der zu
erwartenden Datenmengen (schon eine einzelne Messung umfasst bis zu 1000 Bilder)
ist dieses manuelle Tracking allerdings keine realisierbare Möglichkeit. Vielmehr muss
eine Software entwickelt werden, die das Tracking automatisch für beliebig große Da-
tenmengen durchführen kann. Für die vorliegende Arbeit wurde ein von Schuster et.
al. [164] entwickeltes Programmpaket benutzt und angepasst. Dieses Paket verwen-
det einfache Algorithmen der Bildverarbeitung und führt das Tracking in drei Stufen
durch. Zuerst werden helle Objekte vom Hintergrund isoliert. Im zweiten Schritt wer-
den diese Objekte durch Anpassen einer Gaußfunktion vermessen und dadurch deren
Position und Intensität bestimmt. Im letzten Schritt werden die Positionen einzelner
Objekte aufeinanderfolgender Bilder geeignet miteinander zu Trajektorien verbun-
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den. Für alle Schritte gilt das Prinzip, dass nicht eindeutig identiﬁzierbare Objekte
verworfen und nicht weiter berücksichtigt werden.
Die Unterscheidung heller Objekte vom Hintergrund erfolgt anhand ihrer Hellig-
keit. Bildpunkte mit I > Ith gehören zu einem Objekt, Bildpunkte mit I ≤ Ith werden
als Hintergrund gewertet. Eine sinnvolle Festlegung des Schwellenwertes Ith muss sich
an den Bedingungen eines konkreten Experimentes orientieren, ein einzelner, für alle
Messungen gültiger Wert lässt sich daher nicht angeben. In [164] erfolgt diese Fest-
legung automatisch anhand der Helligkeitsverteilung im Bild. Nach diesem ersten
Schritt werden alle hellen Bildpunkte (I > Ith) mit benachbarten hellen Bildpunkt-
en zu einer Liste von Objekten zusammengefasst. Ein Objekt j wird nur akzeptiert,
wenn die Anzahl der Bildpunkte Nj dieses Objektes im Intervall [Nmin;Nmax] liegt.
Anschließend wird an jedes verbleibende Objekt eine zweidimensionale Gaußfunk-
tion
I (~r) = Ibg + I0 · exp
[
−1
2
{
[(~r − ~r0)× ~e]2
σ2s
+
[(~r − ~r0) · ~e]2
σ2l
}]
(3.25)
angepasst, deren Parameter die Eigenschaften dieses Objektes beschreiben:
Ibg lokale Hintergrundintensität
I0 Intensität des Objektes
~r0 Position
~e Richtung der langen Achse des Spots
σl Breite des Spots in Richtung der langen Achse
σs Breite des Spots in Richtung der kurzen Achse
Für jeden dieser Parameter lässt sich wiederum ein Gültigkeitsintervall festlegen, so
dass nicht eindeutig identiﬁzierbare Objekte verworfen werden können. Diese Inter-
valle müssen aber anhand konkreter experimenteller Situationen festgelegt werden
und sollen daher hier nicht explizit angegeben werden.
Die beiden bisher beschriebenen Schritte erfolgen für jedes einzelne Bild einer
Messreihe. Die so entstehende Liste von Objekten mit ihren Eigenschaften muss nun
zu einer Reihe von Trajektorien verknüpft werden. Dazu wird vom Ort ~ri (t) eines
Objektes i im Bild t ausgehend in nachfolgenden Bildern t + 1, . . . , t + ∆tmax nach
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Objekten j gesucht, deren Position ~rj der Bedingung |~rj (t+ k)− ~ri (t)| < rmax (k)
genügt. Werden solche Paare gefunden, können aus den Paaren mit dem jeweils kleins-
ten Abstand Schritt für Schritt Trajektorien aufgebaut werden. Über die Wahl von
tmax lässt sich bestimmen, wie lange ein Objekt maximal unsichtbar sein darf, ohne
dass die zugehörige Trajektorie unterbrochen wird. Damit wird der Algorithmus tole-
rant gegenüber Helligkeitsschwankungen der Partikel, wie sie bei einzelnen Molekülen
immer vorkommen können (z.B. durch Blinking). Außerdem wird auch der Abstand
von Objekten überprüft, welche sich in ein und demselben Bild beﬁnden. Trajektorien
solcher Objekte können unter Umständen nicht mehr eindeutig fortgesetzt werden,
wenn sich zwei Objekte zu nahe kommen. Die Trajektorien dieser Objekte werden
dann abgeschlossen.
Die so gefundenen Trajektorien werden für eine weiterführende Analyse gespei-
chert, wenn ihre Länge eine bestimmte Mindestlänge Lmin überschreitet. Die Genau-
igkeit der auf Trajektorien basierenden Analyse wie in Abschnitt 2.6.3 beschrieben,
wird durch diesen Paramter mitbestimmt. Für die Analyse der Schrittweitenverteilung
(Abschnitt 2.6.4) ist Lmin hingegen nicht von Bedeutung.
3.3.3 Einzelmolekültracking in gescherten Filmen
Bei allen Scherexperimenten werden für die Aufzeichnung der Messwerte zwei sepera-
te Messrechner (für Optik: O und für Mechanik: M) benutzt. Um später die einzelnen
Frames eines gemessenen Bilderserie korrekt der entsprechenden Phase der Scherbe-
wegung (vorwärts oder rückwärts) zuordnen zu können, müssen beide Rechner syn-
chronisiert werden. Diese Verbindung zwischen beiden PCs wurde realisiert, indem
PC M einen Kontrollport (exposure) der CCD-Kamera überwacht. Dieser Anschluss
liefert ein TTL-Signal, welches die Belichtung der Kamera anzeigt. Wird die Aufnah-
me einer Bilderserie gestartet, wechselt dieses Signal von low auf high und am Ende
der Aufnahme wieder zurück auf low. Diese Zeitpunkte registriert PC M, es ergeben
sich tMstart und tMstop. Ist außerdem die Belichtungsdauer texp eines Frames bekannt,
kann jedem Bild N der Serie eine Zeit tM (N), bezogen auf die interne Zeitmessung
in PC M, zugeordnet werden.
tM (N) = tMstart +N · texp (3.26)
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Abbildung 3.13: Vergleich zwischen tatsächlicher Position der unteren, beweglichen Grenz-
ﬂäche (xsurface) und der gemessenen Position eines an der unteren Grenzﬂäche ﬁxierten Par-
tikels (xSMD). Die beschriebene Synchronisierung zwischen beiden Messungen funktioniert
oﬀenbar.
Während PC O alle Bilder der Serie aufnimmt, registriert PC M die Position der
unteren Fläche xsurface
(
tM
) und dadurch die Umkehrzeitpunkte tMk der Scherbewe-
gung. Dieses Verfahren wurde durch die Verfolgung von Partikeln überprüft, welche
auf der unteren, beweglichen Fläche ﬁxiert waren. In Abbildung 3.13 sind sowohl die
xsurface
(
tM
) als auch die durch Tracking bestimmten PositionenXSMD (tM (N)) eines
solchen Partikels dargestellt. Oﬀenbar stimmen die Zeitachsen beider Messreihen sehr
gut überein, die Synchronisierung funktioniert. Für die Analyse müssen nun sämtliche
Trajektorien von detektierten Partikeln zu den Umkehrzeitpunkten tMk geteilt (zer-
schnitten) werden. Die so entstehenden Sub-Trajektorien wurden dann also immer in
Phasen konstanter Schergeschwindigkeit aufgenommen. Durch eine Sortierung nach
Vorwärts- und Rückwärtsbewegung entstehen von jedem detektierten Partikel zwei
Sätze an Sub-Trajektorien, welche dann weiter analysiert werden können.
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Abbildung 3.14: Bestimmung von kfms und σ
fms
k mittels Verschiebetisch und elektroni-
scher Waage. Zunächst wurde die Elastizität der kraftmessenden Feder in der Waage be-
stimmt (rote Punkte), indem der Wägetisch mit dem Verschiebetisch deﬁniert verschoben
wurde. Das angezeigte Gewicht ergibt die wirkende Kraft (F = m · g). Mit einem linearen
Fit an diese Punkte ergibt sich die Federkonstante der Waage kW = (9.45± 0.09) kNm . Die
schwarzen Punkte zeigen die Ergebnisse, wenn zwischen Verschiebetisch und Wägetisch die
zu untersuchende Feder befestigt wird. Es ergibt sich kfms+W = (3.14± 0.03) kNm . Damit
ergibt sich kfms =
(
k−1fms+W − f−1W
)−1
= (4.73± 0.09) kNm .
3.4 Mechanische Charakterisierung des SFA
Im folgenden Abschnitt sollen die Experimente beschrieben werden, welche zur Be-
stimmung der Genauigkeiten der mechanischen Messungen durchgeführt wurden. Das
Ziel war, σF mit Gleichung 3.18 und σl mit Gleichung 3.24 zu bestimmen. Außerdem
wurde die Stabilität des Aufbaues über einen längeren Zeitraum hinweg beobachtet,
um das Relaxationsverhalten des SFA zu charakterisieren.
Zur Bestimmung von kfms und der zugehörigen Messgenauigkeit σfmsk wurde
ein einfaches Vorexperiment durchgeführt (Abbildung 3.14). Über die Mikrometer-
schraube eines Verschiebetisches kann eine Auslenkung der kraftmessenden Feder de-
ﬁniert vorgegeben werden. Die daraus resultierende Kraftwirkung wurde mit einer
einfachen elektronischen Waage gemessen. Es ergibt sich mit sehr guter Genauigkeit
kfms = (4.73± 0.09) kNm . Der relative Fehler ist 1.8%.
In einem weiteren Vorexperiment wurde der gesamte experimentelle Aufbau in
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Abbildung 3.15: Mechanisches Langzeitverhalten des Surface-Forces-Apparatus. Die Mes-
sung des Signals des Positionssensors beginnt direkt nach der Montage des Apparates in
einem neuen Labor. Nach einer Relaxation von etwa zwei Tagen erreicht man eine Drift-
rate von 0.25nm/h (kleines Diagramm). Der Ursache des Sprungs bei etwa 25h ist nicht
bekannt.
ein anderes Labor gebracht, um die Anpassung der mechanischen Teile an die neuen
Bedingungen (andere Temperatur, andere Luftfeuchtigkeit) zu verfolgen. Außerdem
verursacht jede Montage des Apparates gewisse mechanische Verspannungen, die vor
dem Beginn der Experimente erst relaxieren müssen. Dazu wurde das Signal XP des
Positionssensors über mehrere Tage hinweg ausgelesen (Abbildung 3.15), ohne dass
dabei die festen Grenzﬂächen in Kontakt waren. Man erkennt sehr deutlich, dass die
mechanische Relaxation des Apparates etwa zwei Tage andauert. Danach liegen aber
sehr stabile Bedingungen vor (Driftrate 0.25nm/h), die über mehrere Stunden hinweg
unter konstanten Bedingungen Einzelmolekülexperimente ermöglichen.
An dem derart vorbereiteten Apparat wurden nun die Genauigkeit der Positions-
messung σp und die Genauigkeit der Verschiebung der unteren Grenzﬂäche σt ermit-
telt. Dazu wurde der Soll-Wert der Positionsregelung des Piezoscanners in Schritten
von jeweils 1.5nm verstellt. Die beiden festen Grenzﬂächen befanden sich dabei in
Luft und hatten keinen mechanischen Kontakt. Es wurden nun gleichzeitig der Ist-
Wert des Piezoscanners Xt und das Signal des Positionssensors Xp ausgelesen. Daraus
lassen sich die Änderungen der beiden Signale für einen Schritt des Experimentes be-
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Abbildung 3.16: Bestimmung der Genauigkeit der Positionsmessung (a) und der Verschie-
begenauigkeit (b). Gezeigt ist der Betrag der Signaländerung ∆p (a) am Positionssensor
für jeden Schritt des Experimentes. Das kleinere Diagramm zeigt die Verteilung der ∆p, es
ergibt sich die Standardabweichung σt+p = 0.22nm. Die Änderung des Ist-Wertes ∆t des
Piezoscanners ist rechts (b) dargestellt. Nur durch die Digitalisierungsgenauigkeit der Elek-
tronik begrenzt ergibt sich σt = 0.1nm. In beide kleinen Diagramme ist zum Vergleich eine
Gaußfunktion mit der Standardabweichung σt+p bzw. σt eingezeichnet. Weitere Erklärungen
im Text.
rechnen (∆t und ∆p, Abbildung 3.16). Die Standardabweichung σt der Veränderungen
∆t des Ist-Wertes des Piezoscanners ist direkt die gesuchte Verschiebegenauigkeit für
die untere Grenzﬂäche, es ergibt sich
σt = 0.1nm (3.27)
Die Standardabweichung der Veränderung ∆p des Signals des Positionssensors ist
aber Ausdruck zweier Messungenauigkeiten, der Verschiebegenauigkeit σt und der
Genauigkeit der Positionsmessung am Positionssensor σp. Daher sei diese Standard-
abweichung mit σt+p bezeichnet, und es ergibt sich
σt+p = 0.22nm (3.28)
Wären sowohl die ∆p als auch die ∆t gaußverteilt mit den aus Abbildung 3.16 abge-
lesenen Breiten σt+p und σt, könnte σp aus der Entfaltung dieser beiden Verteilungen
direkt berechnet werden. Näherungsweise gilt also
σ2p = σ
2
t+p − σ2t (3.29)
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Damit ergibt sich für die Genauigkeit der Positionsmessung
σp = 0.20nm (3.30)
Jetzt kann mit Gleichung 3.18 die Genauigkeit der Kraftmessung σF berechnet
werden. Wird die untere Grenzﬂäche in Schritten mit 1.5nm Länge bewegt, liegen die
Werte für ∆t+∆p immer im Intervall [0; 1.5nm], je nach auftretender Kraftänderung
bei diesem Schritt. Das obere Limit für σF ergibt sich daher für ∆t + ∆p = 1.5nm
und mit σfmsk = 0.09 kN/m, kfms = 4.73 kN/m, σt = 0.09nm und σp = 0.20nm folgt
σF = σ
fms
k (∆t +∆p) + kfmsσt + kfmsσp
= 0.14µN + 0.43µN + 0.95µN = 1.52µN
(3.31)
Auf den Radius der Zylinderﬂächen (R = 70mm) normiert ist σF = 0.02mN/m. Es
wird deutlich, dass die Genauigkeiten der Positionsmessungen σp und σt den weitaus
größten Anteil an σF ausmachen. Unter Verwendung der in Abschnitt 3.3.1 bestimm-
ten Federkonstante des Substrates (ks = (6.36± 0.002) kN/m), kann die Genauigkeit
der Filmdickenbestimmung σl nach Gleichung 3.24 berechnet werden. Es ergibt sich
σl = σp
(
1 +
kfms
ks
)
+ σt
kfms
ks
+ (∆p +∆t)
[
σfmsk
ks
+
kfmsσ
s
k
(ks)
2
]
= 0.34nm+ 0.07nm+ 0.02nm+ 0.0004nm = 0.43nm
(3.32)
Auch hier wird deutlich, dass eine Verbesserung der Genauigkeit nur durch eine
genauere Positionsmessung (kleineres σp) zu erreichen ist. Wie schon in Abschnitt
3.3.1 beschrieben, ist es daneben ebenso vorteilhaft, kfms und ks so zu wählen, dass
kfms/ks möglichst klein wird. Vergleicht man σl mit anderen SFA-Experimenten (z.B.
0.041nm in [71]), ist die erreichte Genauigkeit nicht zufriedenstellend. Diese um etwa
eine Größenordnung geringere Messgenauigkeit ist eine Eigenart der hier benutzten
Messmethode. Diese gestattet eine sehr genaue Kraftmessung zum Preis einer unge-
nauen Filmdickenmessung. Für Experimente mit optischer Filmdickenmessung ver-
hält es sich genau umgekehrt, die Bestimmung der Filmdicke gelingt sehr genau, die
Kraftmessung ist dafür nur indirekt und damit ungenau möglich. Ideal wäre dem-
nach ein Aufbau, der beide Messmethoden kombiniert und dadurch sowohl die Film-
dicke als auch die angewandte Kraft mit sehr großer Präzision bestimmbar macht.
Die Auswahl der Messmethode für die vorliegende Arbeit wurde allerdings durch
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die Randbedingungen (Möglichkeit zur Einzelmoleküldetektion) entscheidend mitbe-
stimmt (Abschnitt 3.1.3).

Kapitel 4
Untersuchungen an
Glimmer-Oberﬂächen
In Experimenten mit Flüssigkeiten an Glimmer-Oberﬂächen wurde TEHOS bisher
noch nicht verwendet. Daher soll zunächst das grundlegende Verhalten von TEHOS
auf Mica in einigen Vorexperimenten untersucht werden. Es existieren bereits eini-
ge Arbeiten über das Verhalten verschiedener Farbstoﬀe an Mica-Oberﬂächen, eine
gute Übersicht ﬁndet man in [165]. Für die geplanten Einzelmolekülexperimente ist
von entscheidender Bedeutung, wie die Photophysik von Rhodaminen in Anwesen-
heit eines Mica-Substrates ist. Daher sollen einige Experimente durchgeführt werden,
welche besonders für Einzelmolekülexperimente wichtige photophysikalische Eigen-
schaften der verwendeten Farbstoﬀe untersuchen.
4.1 Das Benetzungsverhalten von TEHOS auf Mica
Zunächst soll das Benetzungsverhalten von TEHOS-Tropfen auf frisch präparierten
Mica-Substraten untersucht werden. Dazu wurde ein kleiner Flüssigkeitstropfen auf
dem Substrat deponiert und danach mit einem Konfokalmikroskop (Zeiss) abgebil-
det. Durch die monochromatische Beleuchtung (532nm) kann das Höhenproﬁl des
Tropfens direkt sichtbar gemacht werden. Bei charakteristischen Tropfenhöhen be-
obachtet man dunkle Interferenzstreifen. Diese Streifen sind damit Linien gleicher
Höhe, es ergibt sich eine topographische Abbildung mit Höhenlinien. Im Hinblick auf
die Experimente zum Tracking einzelner Farbstoﬀmoleküle in der Nähe einer Ober-
ﬂächenstufe ist besonders die Benetzung an einer Stufe des Substrates interessant.
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Abbildung 4.1: Konfokale Abbildung eines TEHOS-Tropfens auf Mica. Die Randlinie des
Tropfens ist oﬀenbar an einer Oberﬂächenstufe ﬁxiert. Im Tropfen selbst ist eine weitere
Oberﬂächenstufe als Unstetigkeit der Höhenlinien erkennbar.
Abbildung 4.1 zeigt daher einen Tropfen, dessen Randlinie von der erwarteten
konvexen Form abweicht. Oﬀenbar wurde die Randlinie dabei von Strukturen des
Substrates gepinnt, d.h. ﬁxiert. Im Inneren des Tropfens ist eine Unstetigkeit der
Höhenlinien erkennbar. Eine sehr steile Oberﬂächenstufe mit einer Höhe von einigen
100nm könnte solch ein Höhenproﬁl erzeugen. Deutlich wird vor allem, dass unter
geeigneten Bedingungen makroskopische Tropfen durch Oberﬂächenstufen begrenzt
werden können.
Weiterhin kann man Tropfen beobachten, deren Randlinie auf glattem Substrat
stark strukturiert ist. In Abbildung 4.2 ist die zeitliche Entwicklung solcher Strukturen
dargestellt. Die Randlinie wurde ab einem bestimmten Zeitpunkt der Tropfensprei-
tung auf dem glatten Substrat instabil, die Bildung der gezeigten Strukturen setzt
erst danach ein. Die Ursache dieser strukturierten Randlinie liegt also am Beginn der
Benetzung noch nicht vor, sondern ist erst nach einer gewissen Benetzungsdauer stark
genug, die Linienspannung der zunächst glatten Randlinie zu überwinden.
Der Laplacedruck
∆p ∼ σ
r
(4.1)
den eine gekrümmte Oberﬂäche (Radius r, Oberﬂächenspannung σ) in einem Tropfen
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Abbildung 4.2: Die Bilderserie eines TEHOS-Tropfens auf Mica zeigt die Entwicklung
einer instabilen Randlinie. Es bilden sich Satelliten-Tropfen, die durch Kanäle mit dem
Muttertropfen verbunden sind.
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erzeugt, sorgt dafür, dass miteinander verbunde Tropfen überall die gleiche Krüm-
mung haben müssen. Anderenfalls würde der unterschiedliche Laplacedruck für eine
druckausgleichende Strömung sorgen, die immer kleinere Tropfen in größere Tropfen
zurückführt. Die beobachteten Strukturen mit einem großen Muttertropfen und vielen
kleinen Satelliten-Tropfen, die durch Kanäle mit dem Muttertropfen verbunden sind,
müssen durch einen weiteren Beitrag zum Binnendruck stabilisiert werden. In [166]
wird der Flüssigkeitstropfen mit einem Platindraht kontaktiert. Zwischen dem Trop-
fen und dem Substrat wird dann ein elektrisches Wechselfeld mit f = 200 . . . 5000Hz
aufgebaut. Ab einer kritischen Spannung von etwa 600V wurde die Randlinie des
Tropfens instabil. Ganz ähnlich zu den hier gemachten Beobachtungen bildeten sich
dadurch kleine Satellitentropfen, die mit dem Muttertropfen verbunden blieben. Die-
se Satellitentropfen bilden zusammen mit dem Muttertropfen einen Spannungsteiler.
Dadurch ergibt sich ein elektrostatischer Druck
pel = −0V
2
0
4r2
· (ωRC)
2
1 + (ωRC)2
(4.2)
welcher zum Laplacedruck hinzukommt. Für die hier vorgestellten Experimente kann
diese Art der Stabilisierung jedoch nicht die Ursache sein, da pel (ω = 0) = 0 gilt.
Im Weiteren wurde daher untersucht, welche Mechanismen bei den hier gezeig-
ten Tropfen zu einer Stabilisierung führen könnten. In Abbildung 4.3a ist nochmals
das Endstadium der Benetzung eines TEHOS-Tropfens auf einer frisch präparier-
ten Mica-Oberﬂäche zu sehen. Zum Vergleich ist in Abbildung 4.3b das Endstadium
dargestellt, als vor der Platzierung des TEHOS-Tropfens die Oberﬂäche des Mica-
Plättchens sorgfälltig mit entionisiertem Wasser gespült wurde. Oﬀenbar tritt dabei
die beschriebene Destabilisierung der Randlinie nur sehr gering oder gar nicht auf.
Wie in Abschnitt 2.2.5 gezeigt, können die Ionen an der Mica-Oberﬂäche leicht durch
andere Ionen ersetzt werden [79, 167]. Auch mit Wasser ist dieser Ionenaustausch
möglich. Bereits nach einer kurzen Spülung beﬁnden sich dann fast ausschließlich
H+-Ionen an der Oberﬂäche. Folglich könnte die fraktalartige Struktur der Randlinie
auf unbehandeltem Mica durch K+-Ionen verursacht werden. Würde also TEHOS
während der Benetzung nach und nach diese Oberﬂächenionen aufsammeln, würden
sich diese Ladungen zunächst an der sich ausbreitenden Randlinie ansammeln. Ab ei-
ner bestimmten Benetzungsdauer wird die elektrostatische Abstoßung zwischen diesen
Ladungen die Randlinie destabilisieren, es kommt zur Bildung von Satellitentropfen.
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Abbildung 4.3: TEHOS-Tropfen auf Mica. (a) Auf unbehandelter Oberﬂäche. (b) Vor dem
Aufbringen des Tropfens wurde das Substrat gründlich mit entionisiertem Wasser abgespült
und mit Stickstoﬀ getrocknet.
Diese bestehen vor allem aus Tropfenmaterial, das vorher in der Nähe der Randlinie
war. Man kann daraus schließen, dass diese kleinen Tropfen elektrisch geladen sein
werden. Solch eine Ladung kann den Satelliten wie oben schon beschrieben stabi-
lisieren, da die elektrostatische Abstoßung der einzelnen Ionen untereinander einer
Verkleinerung des Tropfens entgegenwirkt. Nur über Diﬀusion einzelner Ladungen
durch den Verbindungskanal zum Muttertropfen hin könnte es zu einem Ausgleich
der Ladungen kommen. Die beobachteten Strukturen sollten also nur ein metastabi-
ler Zwischenzustand sein. Auf welchen Zeitskalen sich dann das thermodynamische
Gleichgewicht einstellt, wird nach diesen Überlegungen von der Länge der Verbin-
dungskanäle und der Diﬀusionskonstante der Ladungen im Tropfen abhängen.
Wie das Aufsammeln der K+-Ionen durch TEHOS im mikroskopischen Detail
funktioniert, ist nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit und soll daher nicht weiter
untersucht werden. Es wird aber klar, dass die beobachteten Randlinienstrukturen
eine Stabilisierung erfordern. Der beschriebene elektrostatische Mechanismus könnte
diese Stabilisierung bewirken.
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4.2 Photophysik von Rhodaminen an Mica
In zahlreichen Untersuchungen wurde festgestellt, dass sich die Fluoreszenzeigenschaf-
ten von Farbstoﬀen (und auch von Rhodaminen) durch chemische Variation der Um-
gebung verändern können. Beispielsweise für Rhodamin B wurden solche Verände-
rungen bei Messungen in Mizell-Lösungen mit Sodium-n-dodecyl-Sulfate (SDS) [168],
bei Variation des pH-Wertes der wässrigen Lösung [155] und bei spektroskopischen
Untersuchungen in verschiedenen Ethanol-Wasser-Lösungen [156] gefunden. Auch bei
Adsorption an festen Substraten wurden Veränderungen der Photophysik von Rhoda-
minen festgestellt [169]. Besonders an geschichteten Silkaten, zu denen auch Muscovite
Mica zählt, konnte die Bildung von Rhodamin-Aggregaten [170174] mit veränderten
spektroskopischen Eigenschaften beobachtet werden.
Für die geplanten Einzelmolekülexperimente an Substraten aus Muscovite Mica ist
vor allem interessant, wie gut einzelne Farbstoﬀmoleküle sichtbar sind. Dazu wurde
die Detektierbarkeit von drei Rhodaminen (RhB, Rh6G, Rh123) in einem dünnen
TEHOS-Film auf Mica untersucht. Es wurde ein Tropfen Farbstoösung auf dem
Substrat deponiert und nach etwa 20 Minuten der Spreitung wurden dann direkt
an der Randlinie des Tropfens einzelne Farbstoﬀmoleküle detektiert und gezählt. Ist
dabei N die Anzahl der gefundenen Spots, F die Anzahl der Bilder in der Messreihe,
C die Farbstoﬀkonzentration und V das untersuchte Volumen des Flüssigkeitsﬁlmes,
lässt sich die Detektierbarkeit vis für einzelne Farbstoﬀmoleküle deﬁnieren als
vis =
N
F · C · V (4.3)
Da das Probenvolumen V nicht bestimmt wurde, aber für alle drei Messreihen gleich
ist, kann nur eine relative Detektierbarkeit angegeben werden. Diese erlaubt den Ver-
gleich zwischen den verschiedenen Farbstoﬀen. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Obwohl alle drei Farbstoﬀe chemisch sehr ähn-
lich sind (siehe Abbildung 3.8), zeigt sich eine deutlich unterschiedliche Detektier-
barkeit einzelner Moleküle auf Mica. Allerdings besitzen diese drei Farbstoﬀe einen
unterschiedlichen ionischen Charakter. In der Nähe einer ionischen Oberﬂäche kann
das möglicherweise die Fluorezenzeigenschaften beeinﬂussen oder sogar bestimmen.
Die genaue Untersuchung dieser Vorgänge ist nicht Gegenstand der vorliegenden Ar-
beit und wird daher hier nicht weiter fortgeführt. Wichtig ist zunächst nur, dass
Rhodamin B auf Mica die höchste Detektierbarkeit der untersuchten Farbstoﬀe bie-
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Rhodamin B Rhodamin 6G Rhodamin 123
Konzentration C [10−9M ] 0.5 1.7 26
Detektierte Spots N 45127 6404 1446
Bilder in Messreihe F 40000 80000 55000
Relative Detektierbarkeit 2213 47 1
Tabelle 4.1: Drei verschiedene Rhodamine (RhB, Rh6G, Rh123) in TEHOS auf Mica. Es
zeigt sich eine deutlich unterschiedliche Detektierbarkeit der verschiedenen Farbstoﬀe.
tet und daher für alle weiteren Einzelmolekülexperimente auf Mica eingesetzt werden
sollte.
Im Weiteren wurde für Rhodamin B in TEHOS auf Mica und Quarz die Statistik
der Photonenemissionsrate bestimmt. Solange diese Emissionsrate deutlich unterhalb
der Sättigungsrate des Fluoreszenzüberganges liegt, ist die Emission eines Fluores-
zenzphotons statistisch unabhängig von der Emission weiterer Photonen. Somit folgt
die Wahrscheinlichkeit p, in einem bestimmten Zeitintervall n Photonen von einem
einzelnen Farbstoﬀmolekül zu detektieren, einer Poisson-Verteilung
p (n) =
µn
n!
e−µ (4.4)
Der einzige freie Parameter ist µ, die mittlere Photonenanzahl pro Zeitintervall. Trägt
man für alle detektierten Moleküle in einem Einzelmolekülexperiment die jeweilige
Photonenzahl in ein Histogramm ein, so sollte sich eine Poisson-Verteilung ergeben,
sofern alle Moleküle mit der gleichen mittleren Photonenrate emittieren. In Abbil-
dung 4.4 sind diese Histogramme für eine Messung auf Quarz (a) und auf frisch
gespaltenem Mica (b) dargestellt. Um abschätzen zu können, inwieweit sich die ge-
fundene Statistik der Photonenanzahl durch eine Poissonverteilung beschreiben lässt,
wurde an beide gemessene Histogramme jeweils eine Poisson-Verteilung (grüne Linie)
und eine Summe aus zwei verschiedenen Poisson-Verteilungen (rote Linie) angepasst.
Für das Quarz-Substrat (4.4a) sind beide Anpassungen ähnlich gut, die gemessene
Verteilung entspricht mit hoher Genauigkeit einer Poisson-Verteilung. Für das Mica-
Substrat ﬁnden sich allerdings deutliche Unterschiede zwischen beiden Anpassungen,
die Summe aus zwei Poisson-Verteilungen scheint die gemessene Statistik signiﬁkant
besser zu beschreiben. Außerdem fällt auf, dass die mittlere Photonenanzahl auf Mica
deutlich größer als auf Quarz ist. Die verwendeten Substrate können also durchaus
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Abbildung 4.4: Statistik der Photonenrate einzelner Moleküle von Rhodamin B in TEHOS
auf Quarz (a) und auf Mica (b). Es wurde jeweils eine einzelne Poisson-Verteilung (grün)
und eine Summe aus zwei verschiedenen Poisson-Verteilungen (rot) angepasst.
unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften bei Rhodamin B hervorrufen.
Rhodamin B ist auf beiden Substraten sehr gut detektierbar, obwohl die Intensität
auf Quarz etwas geringer ist. Auch wenn auf Mica tatsächlich verschiedene ﬂuores-
zierende Spezies existieren sollten, würden die Ergebnisse des Trackings nur davon
beeinﬂusst werden, wenn die Partikel verschiedene Größen und damit unterschiedli-
che Mobilitäten in einer Flüssigkeit haben sollten. Es wurden aber niemals Partikel
beobachtet, die in mehr als einem Schritt verlöschen, wie es für Dimere (und höhere
Aggregate) aus Farbstoﬀmolekülen sichtbar sein sollte. Es liegt also nahe, dass trotz-
dem beide Spezies einzelne Moleküle sind, die damit die gleiche Größe haben. Rhoda-
min B in TEHOS ist damit sowohl für Quarz-Substrate als auch für Mica-Substrate
ein für Einzelmolekülmessungen geeigneter Fluoreszenzfarbstoﬀ.
4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
Bei der optischen Untersuchung der Benetzung eines frisch präparierten Mica-Sub-
strates mit einem TEHOS-Tropfen wurde festgestellt, dass Oberﬂächenstufen des
Substrates die Randlinie des Tropfens ﬁxieren (pinnen) können. Auf ﬂachen Mica-
Oberﬂächen zeigte sich eine instabile Tropfenrandlinie, die zu fraktalartigen Struktu-
ren führt. Diese treten allerdings nicht auf, wenn man vor dem Benetzungsexperiment
die Oberﬂäche mit Wasser spült. Solche Strukturen der Randlinie erfordern einen
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Stabilisierungsmechanismus. Ein möglicher Mechanismus wäre das Aufsammeln von
Oberﬂächenionen durch den sich ausbreitenden Tropfen. Damit könnten die beobach-
teten Strukturen elektrostatisch stabilisiert sein.
Beim Vergleich von Rhodamin B, Rhodamin 6G und Rhodamin 123 in TEHOS auf
Mica zeigte sich eine drastisch unterschiedliche Detektierbarkeit für einzelne Moleküle.
Rhodamin B ist etwa 2000-mal eﬀektiver detektierbar als Rhodamin 123, obwohl
beide Farbstoﬀe chemisch sehr ähnlich sind. Allerdings haben beide Farbstoﬀe einen
unterschiedlichen ionischen Charakter, RhB ist zwitterionisch, Rh123 hingegen ist
anionionisch. Möglicherweise reagieren beide Farbstoﬀe unterschiedlich empﬁndlich
auf Ionen in der Umgebung. Diese Möglichkeit sollte unbedingt genauer untersucht
werden, was aber nicht Gegenstand dieser Arbeit ist.
Verglichen mit der Photophysik an einem Quarz-Substrat zeigt Rhodamin B an
Mica eine veränderte Photophysik mit zwei verschiedenen Typen von Emittern. Ur-
sache könnten aufgesammelte Ionen der Mica-Oberﬂäche sein, die andere Formen des
Rhodamin-B-Moleküls begünstigen [155,168] könnten. Diese veränderten Eigenschaf-
ten beeinﬂussen die Ergebnisse des Einzelmolekültrackings aber nur unwesentlich, da
alle beteiligten Molekülformen Monomere sind.

Kapitel 5
Einzelmolekülmessungen in
ungescherten Flüssigkeiten
Dieses Kapitel beschreibt Einzelmolekülexperimente in ungescherten Flüssigkeiten.
Es wurden erstmals einzelne, diﬀundierende Farbstoﬀmoleküle in einer Flüssigkeit in
einem SFA detektiert und deren Trajektorien rekonstruiert. Außerdem werden Mes-
sungen vorgestellt, in denen mit Hilfe einer Oberﬂächenstufe die Wechselwirkungen an
der Fest-Flüssig-Grenzﬂäche und die daraus resultierende, anisotrope Beweglichkeit
der Moleküle direkt sichtbar werden. Die Analyse der Schrittweitenverteilung wird
erstmals zur Auswertung der Messdaten eingesetzt.
5.1 Diﬀusion einzelner Farbstoﬀmoleküle in einge-
schränkten Flüssigkeitsﬁlmen
Im folgenden Abschnitt werden Experimente beschrieben, bei denen erstmals einzelne
Farbstoﬀmoleküle (Rhodamin B) in einem dünnen Flüssigkeitsﬁlm (TEHOS) in einem
SFA beobachtet und verfolgt werden konnten. Die beiden festen Grenzﬂächen des
SFA befanden sich dabei in Ruhe, die Messungen wurden im thermodynamischen
Gleichgewicht durchgeführt.
Der SFA wurde mit gereinigten Quarz-Substraten bestückt, auf denen per Ad-
hesion dünne Mica-Plättchen befestigt wurden. Nach der Montage der Grenzﬂächen
wurde ein kleiner Tropfen Farbstoösung in den Spalt zwischen den Oberﬂächen
injiziert. Die untere Zylinderﬂäche wurde anschließend nach oben verfahren, bis ein
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mechanischer Kontakt als drastische Erhöhung der Normalkraft messbar wurde. In
diesem Zustand wurde der gesamte SFA solange horizontal verschoben, bis die Stel-
le mit der kleinsten Filmdicke direkt im Einzelmolekülmikroskop sichtbar war. Eine
Abschätzung der Filmdicke im Bildausschnitt gelingt durch leichte Defokusierung des
Mikroskops. Anhand der Emissionsmuster einzelner, an den Substraten adsorbierter
Moleküle kann eine unterschiedliche z-Position dieser Moleküle erkannt werden [175].
Erscheinen alle Muster gleich weit defokusiert, liegen alle beobachteten Moleküle we-
niger als etwa 300nm auseinander. Wenn außerdem schon bei sehr kleiner Normal-
kraft die minimale Filmdicke erreicht wird, ist sichergestellt, dass sich tatsächlich der
Punkt der größten Annäherung (point of closest approach, PCA) unter dem Objektiv
beﬁndet.
Nach einer gewissen Relaxationszeit wurden für verschieden große Normalkräfte
die Bewegung von Farbstoﬀmolekülen aufgezeichnet. Die Intensität des anregenden
Lichtes betrug etwa 2 kW/cm2 auf der Probe, und die Belichtungszeit der Kamera war
20ms. Insgesamt wurden 142 Messreihen (je 1000 Bilder) aufgenommen, aus denen
dann 1306 Trajektorien rekonstruiert werden konnten. Die mittlere Trajektorienlänge
betrug 18.5 Bilder, das mittlere Signal-zu-Rausch-Verhältnis war etwa 3.3. Für die
Charakterisierung der Dynamik wurde für jede gefundene Molekültrajektorie eine
Diﬀusionskonstante (siehe Abschnitt 2.6.3) berechnet.
In Abbildung 5.1 sind eine Aufnahme (a) aus diesen Messungen und mehrere re-
konstruierte Trajektorien (b) einzelner Farbstoﬀmoleküle zu sehen. Für die längste
dieser Trajektorien (links oben im Bild) ergibt sich Dtraj = 0.64µm2/s. Führt man
diese Berechnung für alle Trajektorien aus, erhält man eine Verteilung von Diﬀusi-
onskonstanten, wie sie für F/R = 1.5N/m in Abbildung 5.2 gezeigt ist. Der Mit-
telwert dieser Verteilung ist 〈D〉 = 2.7µm2/s, d.h. etwa eine Größenordnung kleiner
als die Diﬀusionskonstante, welche man für die Volumenﬂüssigkeit erwarten würde
(Dbulk = 32µm2/s nach Gleichung 2.15). In Abbildung 5.3 sind diese Mittelwerte für
alle Normalkräfte dargestellt. Die mittlere beobachtete Diﬀusionskonstante 〈D〉obs ist
unabhängig von der wirkenden Normalkraft konstant im Rahmen der Messgenauig-
keit.
Es ist aber nicht sicher, ob sich mit steigender Kraft auch die Dicke des Flüs-
sigkeitsﬁlmes verringert hat. Auch die Filmdicke selbst ist zunächst nicht bekannt.
Beobachtet man Farbstoﬀmoleküle, welche an den festen Grenzﬂächen adsorbiert und
damit immobil sind, können je nach Fokustiefe des Mikroskops charakteristische Mus-
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Abbildung 5.1: Ein einzelnes Bild der eingeschlossenen Flüssigkeit, wie es die Kamera
liefert (a). Rechts sind rekonstruierte Trajektorien für mehrere detektierte Moleküle gezeigt
(b). Die Diﬀusionskonstanten wurden aus dem mittleren Verschiebungsquadrat berechnet.
Für die linke obere Trajektorie ist Dtraj = 0.64µm2/s.
Abbildung 5.2: Verteilung der Diﬀusionskonstanten bei F/R = 1.5N/m. Der Mittelwert
der Verteilung ist 〈D〉 = 2.7µm2/s. Der Vergleich mit der Diﬀusionskonstante für Rhodamin
B in TEHOS im Volumen der Flüssigkeit (Dbulk = 32µm2/s nach Gleichung 2.15) zeigt eine
um etwa eine Größenordnung verlangsamte Dynamik an.
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Abbildung 5.3:Mittlere Diﬀusionskonstanten in Abhängigkeit von der angewandten Kraft.
Die Fehlerbalken zeigen die Breite der jeweiligen Verteilungen an. Es zeigt sich keine Abhän-
gigkeit. Es wurden sehr hohe Kräfte gewählt, um einen möglichst dünnen Flüssigkeitsﬁlm
zu gewährleisten. Der globale Mittelwert ist 〈D〉obs = 3µm2/s.
ter beobachtet werden (defocused imaging). Wie in [175] gezeigt wurde, können auf
diese Weise bereits Unterschiede der z-Position eines Moleküls von ungefähr 300nm
detektiert werden. Solche Unterschiede waren in den vorliegenden Messungen nicht
feststellbar, alle immobilen Moleküle erschienen in ein und derselben Fokustiefe. Als
Obergrenze für die Filmdicke kann daher 300nm angegeben werden.
Die deutliche Verlangsamung der Dynamik der Farbstoﬀmoleküle kann durch zwei
verschiedene Eﬀekte verursacht werden. Die mittlere Diﬀusionslänge (Gleichung 2.13)
für Farbstoﬀmoleküle ist für die gezeigten Messungen (texp = 20ms) etwa 490nm.
Das heißt, alle beobachteten Moleküle bewegen sich während der Belichtungszeit der
Kamera grundsätzlich durch die gesamte Tiefe des Flüssigkeitsﬁlmes, sollte ihre verti-
kale Bewegung nicht eingeschränkt sein. Diese Idee wird in Abbildung 5.4 verdeutlicht.
Ihre sichtbare Bewegung wird dabei ein Mittelwert sein, welcher sich aus der Bewe-
gung in räumlich unterschiedlichen Regionen mit unterschiedlichen Diﬀusionskonstan-
ten zusammensetzt. Dementsprechend wäre das einfachste Modell ein System einer
volumenartigen Flüssigkeit im gesamten Film und der Möglichkeit der zeitweiligen
Adsorption der Farbstoﬀmoleküle an den festen Grenzﬂächen. Ein Molekül, welches
eine Zeit tfree mit Dbulk diﬀundiert und dann für tatt = texp − tfree an einer Grenz-
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mstd 5.7=
d
xdiff
Dbulk
Abbildung 5.4: Modell der Diﬀusion in einem Flüssigkeitsﬁlm. Der Film sei über die
gesamte Tiefe homogen und Farbstoﬀmoleküle bewegen sich mit der Diﬀusionskonstante
Dbulk. Legt man die gemessene mittlere Diﬀusionskonstante 〈D〉obs zu Grunde, benötigt
ein diﬀundierendes Molekül im Mittel 7.5ms, um eine Strecke zu überwinden, welche der
gesamten Dicke des Filmes (300nm) entspricht. Weitere Erklärungen im Text.
ﬂäche stillsteht, scheint langsamer zu diﬀundieren. Für die mittlere Diﬀusionslänge
(Gleichung 2.13) gilt
xdiff =
√
4 ·Dbulktfree =
√
4 · 〈D〉obs texp (5.1)
Daraus folgt
〈D〉obs · texp = Dbulk · (texp − tatt) (5.2)
Für 〈D〉obs = 3µm2/s, Dbulk = 32µm2/s und texp = 20ms ergibt sich tatt = 18ms.
Diese Zeitdauer scheint aber in Bezug auf andere Messungen [111] unrealistisch lang,
so dass ein solches Modell ausgeschlossen werden kann.
Im Hinblick auf [69,111] ist vielmehr davon auszugehen, dass diese Verlangsamung
der Dynamik auf eine Veränderung der Dynamik in der Flüssigkeit in der Nähe der
Fest-Flüssig-Grenzﬂäche zurückzuführen ist. Diese Idee wird in Abbildung 5.5 ver-
deutlicht. Durch Wechselwirkung der Flüssigkeit mit dem festen Substrat entsteht
eine dünne Grenzschicht mit verlangsamter Dynamik. Die Farbstoﬀmoleküle bewe-
gen sich mit einer Diﬀusionskonstante Dinterface und werden nicht immobilisieren, es
gibt keine Adsorption am Substrat. Der Austausch von Farbstoﬀmolekülen zwischen
dieser Grenzschicht und der Volumenschicht in der Mitte des Filmes erfordert das
Überwinden einer Potentialbarriere. Beﬁnden sich Farbstoﬀmoleküle einmal innerhalb
122 5.1. DIFFUSION IM SFA
xdiff
Dbulk
Dinterface
Abbildung 5.5: Modell der Diﬀusion in einem Flüssigkeitsﬁlm. Es gibt drei Schichten
mit unterschiedlicher Dynamik. Zwei dünne Grenzschichten (d ≈ 10nm) an den festen
Grenzﬂächen, die Diﬀusionskonstante in diesen Schichten sei Dinterface und eine Schicht
Volumenﬂüssigkeit in der Mitte des Filmes mitDbulk. Der Austausch von Molekülen zwischen
diesen Bereichen ist durch eine Potentialbarriere eingeschränkt, so dass Moleküle lange (im
Vergleich zur Messdauer) innerhalb der Grenzschicht bleiben.
der Grenzschicht, verbleiben sie im Vergleich zur Messzeit lange in dieser Schicht und
bewegen sich entsprechend der dort verlangsamten Dynamik weniger schnell als in
der Volumenﬂüssigkeit in der Mitte des Filmes. Die beobachtete Diﬀusionskonstante
〈D〉obs entspricht damit Dinterface, und beide sind etwa eine Größenordnung kleiner
als Dbulk. Die Höhe der Potentialbarriere zwischen Grenzschichtﬂüssigkeit und Volu-
menﬂüssigkeit kann aus der mittleren Verweildauer einzelner Farbstoﬀmoleküle in der
Grenzschicht abgeschätzt werden, wobei die Verweildauer selbst jedoch nur sehr un-
genau bestimmt werden kann. Die im nächsten Abschnitt vorgestellten Experimente
ermöglichen eine direkte, und damit genauere Vermessung dieser Potentialbarriere,
weswegen hier zunächst auf eine Berechnung der Barrierenhöhe verzichtet werden soll.
In der Verteilung in Abbildung 5.2 sind selbst die größten gemessenen Diﬀusi-
onskonstanten (Dmax ≈ 8µm2/s) noch wesentlich kleiner als Dbulk (32µm2/s) in
der Volumenﬂüssigkeit. Oﬀenbar ﬁndet man nur Moleküle, welche der verlangsamten
Dynamik in den Grenzschichten folgen. Farbstoﬀmoleküle in der mittleren Schicht
Volumenﬂüssigkeit sind entweder nicht vorhanden oder bewegen sich entsprechend
der Dynamik der Volumenﬂüssigkeit so schnell, dass sie nicht mehr detektiert werden
können (siehe Abschnitt 2.6.2). Durch diese Eigenart des Experimentes sind aus-
schließlich Moleküle innerhalb der Grenzschichten mit verlangsamter Dynamik beob-
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achtbar. Die Dicke der Grenzschichten ist durch die Reichweite der durch das feste
Substrat induzierten Veränderungen in der Flüssigkeit bestimmt. Solche Veränderun-
gen sind beispielsweise als Dichteoszillationen der Flüssigkeitsmoleküle [39] und auch
als Strukturkräfte [24] mit einer Abklinglänge von bis zu 10nm nachweisbar. Eine
Beeinﬂussung der beobachtbaren Dynamik durch eine Änderung der Filmdicke kann
folglich erst dann auftreten, wenn die Gesamtdicke des Filmes kleiner als etwa zweimal
die Dicke der Grenzschicht ist. Oﬀenbar wurde dieser Bereich in den hier vorgestellten
Experimenten noch nicht erreicht.
In zahlreichen Reibungsexperimenten [815] wurde die eﬀektive Viskosität eines
dünnen Flüssigkeitsﬁlmes bestimmt. In [15, 28] konnte eine Zunahme der eﬀektiven
Viskosität (entspricht einer Abnahme der Diﬀusionskonstante) mit der Filmdicke
nachgewiesen werden. Reibungsexperimente messen dabei die durch den gesamten
Film hindurch übertragene Kraft. Daher ist eine so bestimmte eﬀektive Viskosität
keine lokale Größe, sondern nur der Mittelwert der lokalen eﬀektiven Viskositäten
aus dem gesamten Film. Verändert sich dieser Mittelwert mit einer Variation der
Filmdicke, deutet das auf Schichten mit unterschiedlicher lokaler eﬀektiver Viskosi-
tät hin [62,69], deren relative Dicke zueinander durch die Variation der Gesamtdicke
verändert wird. Wie in Abbildung 5.5 beschrieben, existiert in der Mitte des Filmes
eine Schicht Volumenﬂüssigkeit (Dbulk) und an beiden Grenzﬂächen jeweils eine dünne
Flüssigkeitsschicht (d < 10nm, Dinterface) mit verlangsamter Dynamik. Damit sind
die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Resultate konsistent zu den Ergebnis-
sen aus Reibungsexperimenten in einem SFA. Die veränderte Dynamik in den bei-
den dünnen Grenzschichten ist dabei Ausdruck des in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen
Wechselwirkungspotentials der Flüssigkeitsmoleküle mit einem festen Substrat. Der
Einﬂuss der festen Oberﬂäche nimmt mit wachsendem Abstand von der Oberﬂäche
sehr schnell ab, da das Potential der mittleren Kraft Wpmf für ein konkretes Molekül
der Flüssigkeit nur vomWechselwirkungspotential der unmittelbaren Nachbarn dieses
Moleküls abhängt (siehe Gleichung 2.3).
Es ist aber auch denkbar, dass eine direkte Wechselwirkung der Farbstoﬀmolekü-
le mit den Oberﬂächen der Substrate zu einer verlangsamten Diﬀusion führt. Durch
eine direkte Wechselwirkung könnten Farbstoﬀmoleküle in der Nähe der Oberﬂäche
einen zusätzlichen Beitrag zum Potential der mittleren Kraft spüren. Ist dieses zu-
sätzliche Potential auf geeigneter Längenskala rau entlang der Oberﬂäche, kann das
nach Zwanzig [81] (siehe auch Gleichung 2.21) zu einer Verlangsamung der Diﬀusion
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der Farbstoﬀmoleküle entlang der Oberﬂäche führen.
5.2 Diﬀusion einzelner Farbstoﬀmoleküle in der Nä-
he einer Oberﬂächenstufe des Substrates
Die eben dargestellten Besonderheiten einer Flüssigkeit in der Nähe fester Grenzﬂä-
chen konnten in allen bisherigen Experimenten nur indirekt als veränderte laterale
Beweglichkeit beobachtet werden. Die Bewegung entlang der optischen Achse (und
damit senkrecht zur Oberﬂäche) ist durch die Projektion der dreidimensionalen Probe
in das zweidimensionale Abbild im Mikroskop nicht sichtbar. Gerade aber diese Be-
wegungsrichtung kann detaillierte Informationen über die Struktur der Grenzschicht-
ﬂüssigkeit (Haftpotentiale, Schichtstruktur) liefern. Es ist also wünschenswert, die
Bewegung einzelner Moleküle senkrecht zur Oberﬂäche als laterale Bewegung der
entsprechenden Spots im Mikroskop sichtbar zu machen.
Ein sehr einfache Möglichkeit, diese Idee umzusetzen, ist die Benutzung einer
Oberﬂächenstufe auf dem Substrat (Abbildung 5.6), deren Höhe kleiner als die Fokus-
tiefe des Mikroskops, aber viel größer als ein Molekül der Flüssigkeit ist. Dadurch wird
beispielsweise ein Haftpotential in der Nähe der Grenzﬂäche direkt als Anisotropie der
Molekülbewegung sichtbar. Derartige Experimente und eine sorgfältige Analyse der
Messdaten wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals realisiert. Die Re-
sultate dieser Experimente werden im folgenden Abschnitt vorgestellt und detailliert
disktutiert.
Beim Spalten von Muscovite Mica (Abschnitt 2.2.5 und 3.2.1) können Oberﬂä-
chenstufen mit einer Höhe von einigen 100nm erzeugt werden. Im Folgenden sollen
Experimente vorgestellt werden, bei denen die Bewegung einzelner Moleküle (Rho-
damin 123) in TEHOS in der Nähe einer Oberﬂächenstufe untersucht wurden. Dazu
wurde ein kleiner Tropfen Farbstoösung in der Nähe der Oberﬂächenstufe aufge-
bracht, der nach einer gewissen Zeit diese Stufe gerade berührt (Abbildung 5.6). Die
Intensität des anregenden Lichtes auf der Probe war etwa 0.5 kW/cm2. Es wurden
dann in 50 Bilderserien (je 1000 Bilder) Trajektorien von etwa 370 einzelnen Molekü-
len aufgezeichnet, so dass insgesamt etwa 7700 Molekülpositionen mit dazugehörigem
Schrittweitenvektor ∆~r (siehe Abschnitt 2.6.4) vorliegen. Wie im letzten Abschnitt
wurde zunächst für jede Trajektorie eine Diﬀusionskonstante bestimmt. Es ergibt sich
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MICA
TEHOS
Abbildung 5.6: Schema eines Flüssigkeitstropfens an einer Oberﬂächenstufe. Die Bewe-
gung der Farbstoﬀmoleküle senkrecht zur Stufenwand wird direkt als laterale Bewegung im
Mikroskop sichtbar.
Abbildung 5.7: Verteilung der Diﬀusionskonstanten aus der trajektorienbasierten Analyse
für einzelne Moleküle (Rhodamin 123) in einem TEHOS-Tropfen auf Mica. Die mittlere
Diﬀusionskonstante ist 〈D〉traj = 0.84µm2/s.
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Abbildung 5.8: Positionen von etwa 370 verfolgten Molekülen (Rhodamin 123) in einem
TEHOS-Tropfen auf Mica an einer Oberﬂächenstufe (kleines Bild). Die im großen Bild dar-
gestellten Trajektorien zeigen, dass Farbstoﬀmoleküle über lange Zeit in der Nähe der Ober-
ﬂächenstufe verweilen. Angedeutet ist auch das benutzte κ-λ-Koordinatensystem und das
Intervall, aus dem die Daten für die Analyse stammen.
eine Verteilung (Abbildung 5.7), die in ihrer Form der Verteilung aus dem letzten Ab-
schnitt sehr ähnelt, obwohl die experimentelle Situation eine ganz andere ist. Folglich
kann sich eine detaillierte Analyse nicht nur auf diese trajektorienbasierte Auswertung
stützen.
In Abbildung 5.8 ist jede der Molekülpositionen als Punkt dargestellt. Man erkennt
sofort, dass in der unteren rechten Ecke keinerlei Moleküle detektiert wurden. Der
Flüssigkeitstropfen endet also tatsächlich direkt an der Oberﬂächenstufe, die sehr
deutlich als gerade Grenzlinie zu sehen ist. Für die weitere Analyse der Daten ist
es sinnvoll, ein geeignetes Koordinatensystem zu deﬁnieren. Dieses κ-λ-System ist
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Abbildung 5.9: Dichte ρmol der detektierten Moleküle als Funktion des Abstandes κ von
der Stufe. Die Darstellung ist so normiert, dass 〈ρmol (κ > 1µm)〉 = 1 gilt (gestrichelte
Linie).
ebenfalls in Abbildung 5.8 dargestellt. Dabei liegt die Oberﬂächenstufe genau auf der
λ-Achse und damit auf der Geraden κ = 0, der Tropfen erstreckt sich im Halbraummit
κ > 0. Die genaue Orientierung dieses Koordinatensystems wurde durch Regression
festgelegt und ist somit fehlerbehaftet. Um die Auswirkungen dieses Fehlers möglichst
klein zu halten, beschränken sich alle weiteren Analysen auf ein kleines Intervall der
λ-Achse, welches auch in Abbildung 5.8 zu sehen ist.
Zunächst wurde die Anzahl der gefundenen Moleküle für ein Intervall [κ;κ+∆κ]
mit ∆κ = 66nm als Funktion von κ bestimmt. Damit ergibt sich die Dichte ρmol
der Moleküle (Abbildung 5.9) als Funktion des Abstandes von der Oberﬂächenstufe.
Es zeigt sich eine etwa konstante Dichte für große Abstände (κ > 500nm) und eine
bis zu zwanzigfach erhöhte Dichte für kleinere Abstände. Das deutet darauf hin, dass
die beobachteten Moleküle in der Nähe der Oberﬂächenstufe ein attraktives Potential
(potential of mean force) spüren. Die Tiefe dieses Potentials Wpmf ergibt sich nach
Gleichung 2.20 direkt aus der Dichte der Moleküle
Wpmf (κ) = −kBT · ln (ρ∗mol (κ)) (5.3)
wobei kB die Boltzman-Konstante, T die Temperatur und ρ∗mol die normierte Dichte
der Moleküle ist (ρ∗mol(κ→∞) = 1). Damit folgt für die Potentialtiefe direkt an der
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Oberﬂächenstufe
∆Wpmf = 80meV (5.4)
Dies entspricht etwa dem dreifachen der thermischen Energie bei Raumtemperatur.
Mit Arrhenius' Gesetz lässt sich daraus die Rate abschätzen, mit der Moleküle diesem
Haftpotential entkommen können
kesc = k0 · exp
(
−∆Wpmf
kBT
)
(5.5)
Mit k0 ≈ 1012s−1 [176] als der Rate molekularer Kollisionen in einer Flüssigkeit er-
gibt sich daraus eine mittlere Verweildauer im Potential tres = k−1esc = 22 ps, was
im Vergleich zur Zeitskala der Experimente (texp = 20ms) extrem kurz erscheint.
Betrachtet man außerdem einzelne Trajektorien (Abbildung 5.8), so ﬁnden sich Mo-
leküle, die über mehrere Bilder hinweg in der Nähe der Oberﬂächenstufe verweilen.
Deren Verweildauer im Haftpotential betrug damit oﬀenbar bis zu 100ms. Es ist
zunächst nicht klar, wie ein Haftpotential der Tiefe ∆Wpmf derart lange Haftzeiten
verursachen kann.
Dieser Widerspruch lässt sich auﬂösen, indem die Breite des gefundenen Potentials
betrachtet wird. Wie in Abbildung 5.9 zu sehen, beträgt diese Breite etwa 180nm.
Die Reichweite der Wechselwirkungen an der Fest-Flüssig-Grenzﬂäche liegen jedoch
im Bereich von nur wenigen Nanometern, wie Röntgenstreuexperimente [39, 40] und
Messungen der Strukturkräfte mittels SFA [24] gezeigt haben. Die hier gemessene
Breite der Dichteverteilung ist aber das Resultat der Lokalisierungsgenauigkeit für
einzelne Moleküle (Abschnitt 2.6.1), welche deutlich über der zu erwartenden Reich-
weite der Grenzﬂächeneﬀekte liegt. Die gemessene Breite der Dichteverteilung ist da-
mit kein Maß für die tatsächliche Breite des Haftpotentials, und die gefundene Tiefe
des Potentials (80meV ) ist damit auch nur eine untere Schranke für die wahre Tiefe
des Haftpotentials, da die Fläche unter dem Peak der Dichteverteilung immer kon-
stant bleiben muss. Eine genauere Bestimmung der Tiefe dieses Potentials erfordert
daher die Analyse der Dynamik der Molekülbewegung.
Dazu kann die in Abschnitt 2.6.4 beschriebene Analyse der Schrittweitenverteilung
benutzt werden. Unter Anwendung von Gleichung 2.36 auf Moleküle, deren Position
~rk im Intervall [~rk;~rk + d~rk] liegt, ergibt sich für jede beliebige Richtung ~e eine lo-
kale Schrittweitenverteilung p (r) für dieses spezielle Intervall. Um die größtmögliche
räumliche Auﬂösung zu erreichen, wird diese Berechnung nur für ∆t = texp durchge-
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Abbildung 5.10: Analyse der Beweglichkeit der Moleküle für zwei verschiedene Bereiche
der Probe bei ∆t = 20ms. Das linke Diagramm (a) zeigt in Polardarstellung die Varianz der
symmetrisierten Schrittweitenverteilung für jede Richtung, berechnet für 400 Molekülposi-
tionen mit κ > 2.4µm. Es zeigt sich eine isotrope Beweglichkeit der Moleküle. Im rechten
Diagramm (b) ist die gleiche Analyse für 400 Molekülpositionen aus der unmittelbaren Nähe
der Oberﬂächenstufe (κ < 66nm) dargestellt, in grau ist die Orientierung der Oberﬂächen-
stufe gezeigt. Die Beweglichkeit der Moleküle ist deutlich anisotrop.
führt. Außerdem werden nur Schrittweiten in der Verteilung berücksichtigt, bei denen
r = ∆~rk · ~e > 0 ist. Damit erhält man nur den positiven Teil der Schrittweitenver-
teilung für eine bestimmte Richtung ~e. Wird dieser Teil mittels p (−r) = p (r) an der
Achse r = 0 gespiegelt, erhält man wieder eine symmetrische Gaußverteilung. Die
Breite σ bzw. die Varianz σ2 dieser Verteilung ist ein Maß für die Beweglichkeit der
Moleküle aus dem Intervall [~rk;~rk + d~rk] in Richtung ~e. Im Gegensatz zur Diﬀusions-
konstante D ist der Wert von σ2 vom gewählten Zeitintervall abhängig. Im Folgenden
werden daher alle Beweglichkeiten σ2 für das Intervall texp = 20ms angegeben.
In Abbildung 5.10 ist das Ergebnis der Analyse für zwei verschiedene Interval-
le dargestellt. Für 400 Molekülpositionen weit entfernt von der Oberﬂächenstufe
(κ > 2.4µm) ergibt sich eine annähernd isotrope Beweglichkeit (Abbildung 5.10a),
wie es für ein ﬂaches Substrat erwartet werden würde. Über alle Richtungen ~e gemit-
telt ergibt sich eine Varianz 〈σ2flat〉 = (31± 2) · 10−3µm2. Nach Gleichung 2.37 lässt
sich daraus die Diﬀusionskonstante bestimmen, es ergibt sichDflat = 0.78µm2/s. Die-
ser Wert stimmt sehr gut mit der mittleren Diﬀusionskonstante der trajektorienbasier-
ten Analyse überein (〈D〉traj = 0.84µm2/s). Im Gegensatz dazu ﬁndet man für 400
Molekülpositionen nahe der Oberﬂächenstufe (κ < 66nm) eine ausgeprägte Anisotro-
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Abbildung 5.11: Vergleich der experimentellen Daten mit dem Modell der Beweglichkeit
an einer reﬂektierenden Wand für Diﬀusion zur Oberﬂächenstufe hin (a) und für Diﬀusion
von der Oberﬂächenstufe weg (b).
pie der Beweglichkeiten vor (Abbildung 5.10b). Die Molekülbewegung entlang der Stu-
fe (λ− und λ+ ) ist dabei leicht asymmetrisch (σ2λ− = 19·10−3µm2,σ2λ+ = 22·10−3µm2)
und insgesamt um den Faktor 0.65 langsamer als die Bewegung auf dem ﬂachen Sub-
strat. Die Beweglichkeit senkrecht zur Stufe ist jedoch deutlich verlangsamt und auch
sehr stark asymmetrisch für die Richtungen zur Stufe hin (κ−) sowie von der Stufe
weg (κ+). Die Beweglichkeit der Moleküle für die Diﬀusion zur Stufe hin ist fast Null
(σ2κ− = 1.7·10−3µm2), für eine Diﬀusion weg von der Stufe ist sie etwa fünfmal so groß
(σ2κ+ = 8.5 · 10−3µm2). Die Ergebnisse in Abbildung 5.10 zeigen auf eindrucksvolle
Weise die Möglichkeiten der Analyse der Schrittweitenverteilung, ähnlich detaillierte
Resultate zur Beweglichkeit einzelner Moleküle wurden bisher noch nicht erzielt.
Diese experimentellen Ergebnisse lassen sich nun direkt mit der Diﬀusion in der
Nähe einer reﬂektierenden Wand (Abschnitt 2.3.2) vergleichen. Unter Benutztung der
Parameter D = 0.78µm2/s und ∆t = 20ms, ergeben sich 〈∆κ2−〉 und 〈∆κ2+〉 nach
Gleichungen 2.17 und 2.18 für die konkreten Bedingungen der hier beschriebenen
Experimente. Erfolgt die Berechnung der Beweglichkeiten nun für Molekülpositio-
nen mit dem mittleren Abstand d von der Oberﬂächenstufe für die Richtungen κ−
(~e = (−1; 0)) und κ+(~e = (1; 0)) , entstehen σ2κ− (d) und σ2κ+ (d). Die so bestimm-
ten Beweglichkeiten σ2κ− und σ2κ+ können direkt mit
〈
∆κ2−
〉 und 〈∆κ2+〉 verglichen
werden. Für die Diﬀusion zur Oberﬂächenstufe hin (Abbildung 5.11a) zeigt sich eine
relativ gute Übereinstimmung zwischen Modell und Experiment, sowohl 〈∆κ2−〉 als
auch σ2κ−fallen für kleine Abstände (d < 0.5µm) bis auf Null ab. Auch für große Ab-
stände (d > 3µm) ergibt sich eine gute Übereinstimmung, beide Werte entsprechen
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der Mobilität der Moleküle auf dem ﬂachen Substrat. Die Unterschiede zwischen Mo-
dell und Experiment für mittlere Abstände (0.5µm < d < 3µm) sind Ausdruck der
Messungenauigkeit. Im Gegensatz dazu zeigen sich für die Diﬀusion von der Stufe weg
(Abbildung 5.11b) deutliche Unterschiede zwischen Experiment und Modell, vor al-
lem für kleine Abstände zur Stufe (d < 0.5µm). Besonders für den kleinsten Abstand
(d = 66nm) sollte eine Beweglichkeit wie auf dem ﬂachen Substrat erwarten werden,
doch die experimentellen Daten belegen das überhaupt nicht. Es scheint, als sei die
Bewegung der Moleküle von der Stufe weg behindert und damit verlangsamt. Dies
kann wiederum durch die Existenz eines Haftpotentials direkt an der Oberﬂächen-
stufe erklärt werden. Bei der erneuten Betrachtung der Beweglichkeit der Moleküle
nahe der Stufe für Richtungen entlang der Stufe (σ2λ+ und σ2λ−) ﬁndet sich hier eine
viel geringere Verlangsamung der Molekülbewegung. Daraus folgt direkt, dass das
vermutete Haftpotential selbst anisotrop sein muss. Für die Bewegung senkrecht zur
Stufe ist das Potential stark moduliert, für die Bewegung entlang der Stufe hingegen
nur schwach.
Mit den Daten zur Beweglichkeit lässt sich die Tiefe des Potentials abschätzen,
indem angenommen wird, dass die beobachtete Beweglichkeit wiederum nur eine Mi-
schung aus Diﬀusion wie auf dem ﬂachen Substrat und aus Haften an der Oberﬂä-
chenstufe ist. Wie in Gleichung 5.2 lässt sich zunächst die mittlere Verweildauer tatt
eines Moleküls in der Nähe der Oberﬂächenstufe bestimmen√
σ2flat · (texp − tatt) =
√
σ2κ+ · texp (5.6)
und es ergibt sich damit tatt = 14.5ms. Folglich bewegt sich ein Molekül für tfree =
texp − tatt = 5.5ms frei mit einer Beweglichkeit wie auf dem ﬂachen Substrat. Die
mittlere Weglänge, die dabei während tfree zurückgelegt wird, beträgt nach Gleichung
2.13 etwa 131nm. Die schon besprochene Breite des Peaks in der Dichteverteilung
(180nm) liegt in eben dieser Größenordnung. Diese Breite wird also hauptsächlich
durch Diﬀusion der Moleküle während der Belichtungszeit verursacht und ist damit
kein Maß für die Breite des wahren Haftpotentials. Unter Anwendung des Arrheni-
usschen Gesetzes lässt sich aus tatt die Tiefe des Haftpotentials für die Bewegung
senkrecht zur Stufe berechnen
∆Wκ = −kBT · ln (k0tatt) (5.7)
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Abbildung 5.12: Beobachtbare Beweglichkeit in der Nähe der Oberﬂächenstufe für die
Bewegung entlang der Stufe. Es gilt xeffective = xsurface + xfree und texp = tatt + tfree.
und es ergibt sich mit k0 = 1012s−1 [176] als Rate der molekularen Kollisionen
∆Wκ = −608meV . Somit ist das Haftpotential viel tiefer, als die Analyse der Dichte-
verteilung allein vermuten ließ. Diese scheinbare Diskrepanz entsteht ebenfalls durch
die Verbreiterung des Peaks auf Grund der Diﬀusion während der Belichtungszeit. Die
anhand der Dichteverteilung berechnete Potentialtiefe ist nur eine untere Schranke
der wahren Tiefe, die oﬀenbar wesentlich höher ist.
Genauso wird auch die gemessene Beweglichkeit entlang der Stufe (σ2λ) eine Über-
lagerung der Beweglichkeiten σ2flat und σ2surface sein, da Moleküle während eines Zeit-
schrittes (texp) im Mittel nur für die Zeitspanne tatt in unmittelbarer Nähe der Ober-
ﬂächenstufe verweilen und sich die übrige Zeit wie auf dem ﬂachen Substrat bewegen
können. Die Idee dieser Vermischung wird in Abbildung 5.12 verdeutlicht, und es gilt
σλ =
√
σ2surface ·
tatt
texp
+
√
σ2flat ·
tfree
texp
(5.8)
Würde also ein Molekül ausschließlich in unmittelbarer Nähe der Stufe verbleiben, wä-
re dessen Beweglichkeit entlang der Stufenoberﬂäche σ2surface = 3.57 · 10−3µm2. Diese
Beweglichkeit entspricht einer Diﬀusionskonstante Dsurface = 0.09µm2/s, welche da-
mit etwa eine Größenordnung kleiner ist als die Diﬀusionskonstante für Bewegung auf
dem ﬂachen Substrat (Dflat = 0.78µm2/s).
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5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse
Das Verfolgen und Lokalisieren einzelner Farbstoﬀmoleküle (Rhodamin B) gelang
erstmals auch in einem eingeschränkten Flüssigkeitsﬁlm (TEHOS) in einem Surface-
Forces-Apparatus. Damit eröﬀnet sich eine Vielzahl von analytischen Möglichkeiten,
die den bisherigen Experimenten in einem SFA nicht zugänglich sind. In den hier vor-
gestellten ersten Messungen zeigt sich in der Nähe der Mica-Grenzﬂächen ein um etwa
eine Größenordnung (im Vergleich zur Dynamik in der Volumenﬂüssigkeit) verlang-
samte Bewegung der Farbstoﬀmoleküle. Diese Resultate sind damit konsistent mit
ähnlichen Einzelmolekülexperimenten auf Silizium und Quarz [35,111,177], in denen
ebenfalls eine Verlangsamung der Dynamik in dieser Größenordnung festgestellt wur-
de. Eine Besonderheit des modiﬁzierten Apparates ist, nur die angewandte Normal-
kraft mit hoher Präzission messen zu können. Daher wurden die Einzelmolekülexperi-
mente zunächst für verschieden große Normalkräfte (0 . . . 4000mN/m) durchgeführt.
Die dabei erreichte Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes liegt im Bereich 10 . . . 300nm. Im
Rahmen der Messgenauigkeit konnte keine Veränderung der Diﬀusionskonstante der
Farbstoﬀmoleküle festgestellt werden.
Die Verwendung einer Oberﬂächenstufe erlaubt erstmals die direkte Analyse der
Molekülbeweglichkeit für Bewegungen entlang einer festen Grenzﬂäche und für Be-
wegungen senkrecht dazu. Wird Mica als Substratmaterial benutzt, lassen sich sol-
che Oberﬂächenstufen mit einer Höhe von einigen 100nm sehr leicht durch Spalten
nach [76] herstellen. Bei der Untersuchung der Flächendichte der detektierten Mole-
küle zeigt sich in der Nähe der Oberﬂächenstufe eine etwa 20-fach erhöhte Dichte.
Diese ist Ausdruck eines attraktiven Haftpotentials in unmittelbarer Nähe der Ober-
ﬂächenstufe.
Die neu entwickelte Methode der Analyse der Schrittweitenverteilung ist ein idea-
les Werkzeug für eine richtungssensitive Analyse der Beweglichkeit. Für Moleküle,
welche sich in der Nähe der Oberﬂächenstufe aufhalten, zeigt sich eine stark anisotro-
pe Diﬀusion, die insgesamt langsamer als die Diﬀusion auf dem ﬂachen Substrat ist.
Ein Vergleich dieser Befunde mit Berechnungen zur Beweglichkeit einzelner Moleküle
an einer reﬂektierenden Wand zeigt drastische Abweichungen für die Bewegung weg
von der Stufe. Diese Diskrepanz lässt sich durch ein Haftpotential verstehen, wel-
ches Moleküle in der Nähe der Wand hält, ohne sie zu immobilisieren. Die Bewegung
der Moleküle entlang der Oberﬂächenstufe wird dabei nur unwesentlich beeinﬂusst.
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Daher muss dieses Potential selbst anisotrop sein. Die Analyse der Beweglichkeiten
erlaubt eine Abschätzung der Potentialtiefe für eine Bewegung senkrecht zur Ober-
ﬂächenstufe, und es ergibt sich eine Tiefe von etwa 600meV . Diese Beobachtungen
belegen die schon in Abschnitt 2.1.1 beschriebene und in Röntgenbeugungs- [38, 41]
und Benetzungsexperimenten [20, 4245] nachgewiesene Schichtstruktur der Flüssig-
keit in der Nähe eines festen Substrates. Die Bewegung senkrecht zur Oberﬂäche ent-
spricht einem Wechsel des beobachteten Moleküls von einer Flüssigkeitsschicht zur
nächsten. Für diesen Wechsel muss eine Potentialbarriere überwunden werden, deren
Höhe etwa 600meV beträgt. Die molekulare Beweglichkeit in senkrechter Richtung
ist, konsistent mit den experimentellen Ergebnissen, entsprechend stark verlangsamt.
Die Beweglichkeit entlang der Oberﬂäche entspricht einer lateralen Diﬀusion inner-
halb einer Flüssigkeitsschicht. Die Beweglichkeit in dieser Richtung wird durch die
Schichtstruktur kaum beeinﬂusst, es zeigt sich aber eine insgesamt verlangsamte Dif-
fusion.
Die in der Nähe der Oberﬂächenstufe gefundene Verlangsamung der Molekülbe-
wegung ist konsistent mit der im SFA gemessenen Verlangsamung und mit der in
Reibungsexperimenten gefundenen veränderten eﬀektiven Viskosität [11, 15, 69, 152].
Die Oberﬂächenstufe erlaubt jedoch eine optische Beobachtung entlang der Grenzﬂä-
che, wodurch eine wesentlich detailliertere Analyse der Beweglichkeiten durchgeführt
werden konnte.
Ob diese Verlangsamung nun Ausdruck einer veränderten eﬀektiven Viskosität
der Flüssigkeit in der Nähe einer festen Grenzﬂäche oder aber Ausdruck einer di-
rekten Wechselwirkung der Farbstoﬀmoleküle mit dem Substrat ist, kann anhand
der vorgestellten Experimente nicht eindeutig entschieden werden. In nicht gezeigten
Vergleichsexperimenten wurde auch für andere Rhodaminfarbstoﬀe (Rhodamin 123,
Rhodamin 6G, Rhodamin B) ein ganz ähnliches Verhalten in der Nähe fester Grenz-
ﬂächen beobachtet. Die veränderte Dynamik scheint daher zumindest kein speziﬁsches
Phänomen der hier benutzten Kombination aus Farbstoﬀ und Substrat zu sein.
Die Ergebnisse der in diesem Kapitel vorgestellten Experimente wurden bereits
veröﬀentlicht [131,163].
Kapitel 6
Einzelmolekülmessungen in
gescherten Flüssigkeitsﬁlmen
6.1 Überblick
Die im vorangegangenen Kapitel beschriebenen Experimente haben gezeigt, dass die
Dynamik in Flüssigkeiten durch die Anwesenheit fester Grenzﬂächen im Vergleich zu
Volumenﬂüssigkeiten stark verändert sein kann. Diese Veränderung kann als Ände-
rung der eﬀektiven Viskosität der Flüssigkeit nahe der Grenzﬂäche verstanden wer-
den. Scherexperimente in einem SFA ermöglichen direkt die Messung der eﬀektiven
Viskosität in einem sehr dünnen Flüssigkeitsﬁlm, dessen Eigenschaften durch die Be-
sonderheiten der Grenzschichtﬂüssigkeit dominiert werden. Auch in solchen Messung-
en wurden Veränderungen der eﬀektiven Viskosität in der Nähe fester Grenzﬂächen
gefunden.
Bei allen bisher in dieser Arbeit vorgestellten Messungen befand sich die Flüssig-
keit in Ruhe im thermodynamischen Gleichgewicht. Die Untersuchung der Probenﬂüs-
sigkeit in einer Schermessung ist damit eine Verallgemeinerung der experimentellen
Situation und sollte qualitativ die gleichen Ergebnisse liefern. In Röntgenbeugungs-
Experimenten [21] wurden allerdings durch Scherung verursachte Änderungen der
Flüssigkeitsstruktur an festen Grenzﬂächen nachgewiesen. Ob diese Strukturände-
rungen auch mit Veränderungen der eﬀektiven Viskosität einhergehen, ist noch nicht
geklärt. Eine in dieser Arbeit erstmals realisierte Möglichkeit, auch diese Frage zu
bearbeiten, ist die Durchführung von Einzelmolkülexperimenten in gescherten Flüs-
sigkeitsﬁlmen. Im folgenden Kapitel sollen diese Experimente genau beschrieben und
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ihre Resultate diskutiert werden.
Durch eine laterale Bewegung der unteren Grenzﬂäche des SFA mit konstaner Ge-
schwindigkeit kann im eingeschlossenen Flüssigkeitsﬁlm eine einfache Scherströmung
(Couette-Strömung) erzeugt werden, wie sie in Abschnitt 2.7.1 schon ausführlich be-
schrieben wurde. Soll in solch einem Film die eﬀektive Viskosität mit diﬀundierenden
Molekülen bestimmt werden, muss zunächst die diﬀusive Bewegung dieser Molekü-
le von deren Scherbewegung abgetrennt werden. Das kann wie in Abschnitt 2.6.5
beschrieben mit der Analyse der Schrittweitenverteilung geschehen. Wie gut diese
Separation gelingt, ist dabei abhängig von der Schergeschwindigkeit vshear und der
Filmdicke d.
Für alle Scherexperimente wurden gereinigte Quarz-Substrate ohne zusätzliche
Mica-Schicht benutzt. Diese Substrate zeigen eine höhere Rauigkeit, sind aber dafür
wesentlich leichter zu handhaben und erlauben eine viel höhere optische Qualität
der Messungen. Als Probenﬂüssigkeit kam ausschließlich mit Rhodamin B dotiertes
TEHOS (Konzentration 2.2 · 10−9M) zum Einsatz. Die Belichtungszeit der Kamera
betrug 15ms, die Intensität des anregenden Lichtes war etwa 2 kW/cm2.
Wird während der Experimente eine genügend große Normalkraft (beispielsweise
3mN) am SFA eingestellt, wird die minimale Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes durch die
Rauigkeit der Substrate limitiert sein. Wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben wurden bei
AFM-Messungen kleine Cluster gefunden, die eine Höhe von nicht mehr als 10nm
aufwiesen. Diese Cluster traten nur in geringer Anzahl auf, so dass ihre Anwesen-
heit die Strömung im Flüssigkeitsﬁlm nicht wesentlich beeinﬂussen konnte. Trotzdem
genügen schon sehr wenige dieser Cluster, um die erreichbare minimale Filmdicke
auf etwa 10nm zu limitieren. Größere Filmdicken wurden dann durch kontrolliertes
Wegfahren der unteren Grenzﬂäche erzeugt. Als Referenz diente dabei der Punkt, an
welchem die Normalkraft gerade Null wird. Auf diese Art wurden Filmdicken von
10nm, 150nm und 300nm eingestellt. Mit einer Difussionslänge ddiff = 245nm für
D = 1µm2/s und ∆t = 15ms entspricht das einem  von 0.04, 0.6 und 1.2.
Die untere Grenzﬂäche wurde während der Experimente nach dem Schema be-
wegt, wie es in Abschnitt 3.1.3 gezeigt wurde, so dass periodisch Phasen konstanter
Schergeschwindigkeit vorliegen. Dabei ergibt ein Experiment immer zwei Datensätze,
einen für +vshear und einen für −vshear (Abschnitt 3.3.3).
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6.2 Nachweis der Separation von Scher- und Diﬀu-
sionsbewegung
Bei konstanter Filmdicke (10nm) wurden zunächst mehrere Messreihen aufgenom-
men, abwechselnd mit Scherung (vshear = 10µm/s) und ohne Scherung der unteren
Grenzﬂäche. Insgesamt wurden 320 Bilderserien (jeweils 1000 Bilder) in etwa fünf
Stunden Messzeit aufgezeichnet und anschließend daraus die Trajektorien von 1423
Molekülen rekonstruiert. Die mittlere Trajektorienlänge betrug 28.5 Bilder, das mitt-
lere Signal-zu-Rausch-Verhältnis war 8.4. Für die Analyse der Schrittweitenverteilung
wurden dann etwa 27.000 Positionen mit dazugehörigem Schrittweitenvektor benutzt.
Zunächst wurden für zwei Messreihen (einmal mit Scherung in Y-Richtung, einmal
ohne Scherung) sowohl die mittlere Schergeschwindigkeit vobs als auch die Diﬀusions-
konstante D bei unterschiedlicher Wahl der Richtung ~e mittels Schrittweitenanalyse
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6.1 dargestellt. Jeder Punkt in der Dar-
stellung entspricht dem Endpunkt eines Vektors, der sich berechnet aus vobs (~e) · ~e
bzw. D (~e) · ~e. Dabei zeigen sich sehr eindrucksvoll die Möglichkeiten dieser Ana-
lyse. Die Diﬀusionskonstante (als gemessene Breite der Schrittweitenverteilung) ist
unabhängig von der Schergeschwindigkeit im Flüssigkeitsﬁlm und auch unabhängig
von der benutzten Analyserichtung ~e. Es ergibt sich eine mittlere Diﬀusionskonstante
〈D〉 = (0.95± 0.08) µm2/s. Die bestimmte eﬀektive Schergeschwindigkeit gibt hin-
gegen sehr deutlich die auf den Film einwirkende Scherbewegung der unteren Grenz-
ﬂäche wieder. In Abbildung 6.1a ﬁndet man eine ausgeprägte Anisotropie, wobei die
größte gemessene Geschwindigkeit tatsächlich entlang der Scherachse verläuft. Die
Herkunft der leichten Verkippung der gemessen Achse zur tatsächlichen Scherach-
se (Abbildung 6.1a) ist zunächst nicht bekannt. Da aber diese Verkippung für alle
Experimente einer Messreihe stets die gleiche ist, scheint es eine unbekannte, aber
systematische Ursache zu geben. Möglicherweise ist ein ungenaue Justage des SFA
gegenüber des Mikroskops die Ursache, so dass die Messungen nicht genau an der Stel-
le der größten Annäherung (PCA) der beiden Zylinderﬂächen des SFA durchgeführt
worden sein könnten. Die gefundene maximale Geschwindigkeit ist vmaxobs = 3.32µm/s
und entspricht damit in etwa vshear/2. Ohne eine Scherbewegung der unteren Grenz-
ﬂäche ist die gemessene Geschwindigkeit der Moleküle erwartungsgemäß sehr klein
(Abbildung 6.1b).
Zu bemerken ist noch, dass die genaue Form der dargestellten Ergebniskurven ein
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Abbildung 6.1: Richtungsabhängige Schrittweitenanalyse für Messungen mit Scherung
(10µm/s) (links (a) und (c)) und bei Stillstand (rechts (b) und (d)) in Polardarstellung.
Gezeigt ist die gemessene Ensemblegeschwindigkeit für jede einzelne Richtung (oben (a)
und (b)). Die größte gemessene Geschwindigkeit (vmaxobs = 3.32µm/s) tritt erwartungsge-
mäß in Scherrichtung (a) auf. Sehr deutlich ist der Unterschied zur Messung ohne Scherung
(b) zu erkennen. Hier ist vmaxobs = 0.19µm/s, womit die Genauigkeit der Geschwindigkeits-
bestimmung charakterisiert ist. Die bestimmte Diﬀusionskonstante (unten (c) und (d)) ist
unabhängig von der Analyserichtung und auch unabhängig von der Schergeschwindigkeit.
Gezeigt sind die Fehlerschranken (gestrichelte Kreise), die mittlere Diﬀusionskonstante ist
damit 〈D〉 = (0.95± 0.08) µm2/s.
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Abbildung 6.2: Ergebnisse der Separation von Scher- und Diﬀusionsbewegung. Gezeigt
sind vmaxobs in (a) und 〈D〉 in (b) für alle acht Messreihen. Es ergeben sich für Messungen mit
Scherung immer zwei Punkte, da immer zwei Datensätze (für Vorwärtsbewegung und Rück-
wärtsbewegung) aus einer Messreihe entstehen. Die gezeigten Fehlerbalken ergeben sich aus
der statistischen Unsicherheit der jeweiligen Schrittweitenverteilung. In (a) sind außerdem
vobs = vshear/2 (blau) und vobs = 0 (rot) eingezeichnet. Die rote Linie in (b) markiert den
Mittelwert der Diﬀusionskonstante aus allen acht Messreihen (〈D〉all = 0.94µm2/s).
Resultat des Skalarproduktes in Gleichung 2.44 ist. Es ergeben sich daher immer si-
nusförmige Kurven, die schon durch Phase, Amplitude und Oﬀset eindeutig bestimmt
sind. Damit beschränkt sich der tatsächlich relevante Informationsgehalt jeder Kurve
auf zwei Zahlen für vobs (~e) (Betrag der größten Geschwindigkeit vmaxobs und Richtung
der größten Geschwindigkeit ~emaxv ) sowie drei Zahlen für D (~e) (größter Diﬀusionsko-
eﬃzient Dmax, kleinster Diﬀusionskoeﬃzient Dmin sowie Richtung des größten Dif-
fusionskoeﬃzienten ~emaxD ). Im Plot D(~e) kann daher immer eine Achse des größten
Diﬀusionskoeﬃzienten gefunden werden. Für ein isotropes System ist das aber nur
Ausdruck der Messungenauigkeit und bedeutet nicht, dass der Diﬀusionskoeﬃzient
tatsächlich anisotrop ist. Um eine echte Richtungsabhängigkeit des Diﬀusionskoeﬃzi-
enten bei einer Scherung detektieren zu können, sind unbedingt Vergleichsmessungen
ohne Scherung notwendig. Auch ist es sinnvoll, ~emaxv mit ~emaxD zu vergleichen. Bei
echten Eﬀekten sollten beide Richtungen mit der tatsächlich benutzten Scherrichtung
übereinstimmen und Dmax −Dmin größer als die Messungenauigkeit sein.
Für alle weiteren Experimente werden nur noch jeweils zwei Parameter als Ergeb-
nis der Analyse angegeben, die maximale, beobachtete Geschwindigkeit vmaxobs und die
mittlere Diﬀusionskonstante 〈D〉 = (Dmax +Dmin) /2.
In Abbildung 6.2 sind diese beiden Parameter für alle acht Messreihen dargestellt.
Es lassen sich auch bei wiederholter Messung die selben Ergebnisse ﬁnden, die Me-
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thode liefert sehr gut reproduzierbare Resultate. Die dargestellten statistischen Fehler
für 〈D〉 sind etwa genauso groß wie die zuvor festgestellten Abweichungen vom Mit-
telwert für verschiedene Analyserichtungen. Die Messungenauigkeit der Experimente
für 〈D〉 ist damit 0.1µm2/s. Weiterhin ist zu sehen, dass vobs systematisch etwas
kleiner als vshear/2 ist. Diese Beobachtung ließe sich hervorrufen, wenn an den beiden
festen Grenzﬂächen im SFA unterschiedliche Sliplängen δ vorlägen (siehe Abschnitt
2.7.4). Ob das in den gezeigten Experimenten der Fall war, lässt sich nicht feststel-
len. Die Abweichung von vshear/2 war für alle Messreihen dieses Experimentes etwa
gleich groß. Es liegt nahe, dass diese Abweichung also tatsächlich Ausdruck einer
unberücksichtigten experimentellen Besonderheit und nicht nur Ausdruck der Mess-
ungenauigkeit ist. Die Genauigkeit der Bestimmung von vmaxobs ergibt sich somit aus
den statistischen Fehlern der Schrittweitenverteilung und ist hier etwa 0.6µm/s.
Wie bereits in Abschnitt 2.7.2 gezeigt wurde, besitzen gescherte Filme ein cha-
rakteristisches messbares Geschwindigkeitsproﬁl 〈v (x0)〉 als Funktion des Abstandes
zu einer Grenzﬂäche. Dieses Proﬁl führt zu einer Verteilung der lokalen Geschwin-
digkeiten im Flüssigkeitsﬁlm, die zu einer zusätzlichen Verbreiterung der Schrittwei-
tenverteilung führen muss (Abschnitt 2.7.3). Im Rahmen der Messgenauigkeit konnte
solch eine systematische Verbreiterung durch Scherung (sichtbar als Erhöhung der ge-
messenen Diﬀusionskonstante ausschließlich entlang der Scherachse) nicht gefunden
werden.
Es soll nun überprüft werden, in welchen Bereichen der Parameter  und vshear
eine scheinbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante durch Scherung beobachtet werden
könnte. Ein Vergleich dieser Erhöhung (Gleichung 2.62) mit der experimentellen Mes-
sungenauigkeit für die Diﬀusionskonstante ermöglicht die Abschätzung, unter welchen
Bedingungen das Geschwindigkeitsproﬁl im Flüssigkeitsﬁlm als scheinbare Erhöhung
der Diﬀusionskonstante sichtbar wird. Diese Überlegungen sind in Abbildung 6.3 zu-
sammengefasst. Es wird deutlich, dass die hier vorgestellten Experimente sehr weit
davon entfernt sind, die beschriebene Erhöhung detektieren zu können. Die Beschrei-
bung des Geschwindigkeitsproﬁls im Flüssigkeitsﬁlm als eine einzige, konstante Ge-
schwindigkeit (vshear/2) ist somit eine sehr gute Näherung. Soll weiterhin bestimmt
werden, welche Flüssigkeiten, Filmdicken und Schergeschwindigkeiten eingesetzt wer-
den müssten, um das Geschwindigkeitsproﬁl sichtbar zu machen, kann  = d/ddiff
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Abbildung 6.3: Parameter  und vshear und der Vergleich der sich daraus ergebenden
scheinbaren Erhöhung der Diﬀusionskonstante D∗ − D mit der Messungenauigkeit ∆D =
0.1µm2/s. Weiß unterlegt ist der Parameterbereich mit D∗−D > 0.1µm2/s, grau unterlegt
ist der Bereich mit D∗−D < 0.1µm2/s. Orange markiert ist der Parameterbereich, den die
Experimente überdecken.
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mit Gleichung 2.13 und Gleichung 2.14 kombiniert werden und es ergibt sich
 = d ·
√
6piηa
4 · kBT ·∆t (6.1)
Damit wird es möglich, grundlegende experimentelle Parameter gezielt so zu wählen,
dass die scheinbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante in Scherrichtung tatsächlich
die Messungenauigkeit ∆D übersteigt. Soll beispielsweise  = 10 durch Variation
der Viskosität bei sonst unveränderten Bedingungen (d = 10nm, a = 1nm, kT =
26meV , ∆t = 15ms) erreicht werden, ergibt sich
η ( = 10) = 13 · 106cp = 13 · 103Pa s (6.2)
Das entspricht in etwa der Viskosität von Glukose bei 60◦C bis 80◦C [178]. Benutzt
man eine derartige Flüssigkeit, sollte bei vshear ≥ 10µm/s eine charakteristische
Verbreiterung der Schrittweitenverteilung in Scherrichtung messbar sein. Die genaue
Form der so gefundenen Schrittweitenverteilung erlaubt Rückschlüsse auf die im Film
vorliegende Verteilung der lokalen Geschwindigkeiten und damit auch die Bestim-
mung beider Sliplänge an den Grenzﬂächen, wie es in Abschnitt 2.7.4 beschrieben
wurde.
6.3 Untersuchung der Dynamik in gescherten Fil-
men
Nachdem im letzten Abschnitt die Möglichkeiten und Grenzen der Detektion einzel-
ner Farbstoﬀmoleküle in gescherten Flüssigkeitsﬁlmen aufgezeigt wurden, soll diese
Methode nun zur Untersuchung solcher Filme eingesetzt werden. Dazu werden sowohl
die Filmdicke als auch die Schergeschwindigkeit variiert werden.
In Abbildung 6.4 sind die Ergebnisse für einen dünnen Film (10nm) bei verschie-
denen Schergeschwindigkeiten dargestellt. Dabei ergibt eine Messreihe wiederum Da-
ten für zwei verschiedene Schergeschwindigkeiten (−vshear und +vshear). Die gemesse-
nen Geschwindigkeiten vmaxobs (6.4a) folgen sehr gut der Geraden vmaxobs = 12 ·vshear. Selbst
die kleinste Schergeschwindigkeit (0.5µm/s) wird zuverlässig detektiert, obwohl die
scherinduzierte Bewegung eines Moleküls während der Belichtungszeit (15ms) weni-
ger als 8nm beträgt. Diese Verschiebung ist damit wesentlich kleiner als die Loka-
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Abbildung 6.4: Einzelmolekülmessungen bei verschiedenen Schergeschwindigkeiten in ei-
nem Flüssigkeitsﬁlm (TEHOS) der Dicke 10nm. (a) zeigt die gemessene Geschwindig-
keit vmaxobs und (b) zeigt die zugehörigen Diﬀusionskonstanten 〈D〉. Es ist die Gerade
vmaxobs =
1
2 · vshear eingezeichnet und der globale Mittelwert der Diﬀusionskonstante 〈D〉 =
1.0 · 10−8cm2/s.
lisierungsgenauigkeit für ein einzelnes Molekül. Wie auch schon im vorhergehenden
Abschnitt beobachtet wurde, ist die Diﬀusionskonstante unabhängig von der Scher-
geschwindigkeit im Rahmen der Messgenauigkeit konstant. Damit kann sich auch die
eﬀektive Viskosität der Flüssigkeit nicht verändert haben. Dies scheint den Resultaten
einer Reihe anderer Experimente zu widersprechen [15,26,27,29,179]. Allerdings sind
die genauen Bedingungen all dieser Experimente nicht direkt mit den hier vorgestell-
ten Einzelmolekülexperimenten vergleichbar, so dass sehr sorgfältig überprüft werden
muss, inwieweit sich die hier gemachten Beobachtungen in die Ergebnisse anderer
Experimente einfügen.
Zunächst wird die beobachtbare eﬀektive Viskosität von der genauen experimen-
tellen Situation der Messung abhängen. In Reibungsexperimenten im SFA wird diese
über die Scherkraft bestimmt, die von einer zur anderen Grenzﬂäche durch den Flüs-
sigkeitsﬁlm hindurch übertragen wird. Wird ein Modell dieses Filmes vereinfacht aus
vielen Schichten einzelner Moleküle aufgebaut, so wird sich die insgesamt übertragene
Scherkraft aus den Reibungsparametern zwischen benachbarten Flüssigkeitsschichten
ergeben [62, 69]. Die Autoren gehen weiterhin davon aus, dass nur zwei verschiede-
ne Stärken dieser molekularen Reibung von Bedeutung sind, die Wechselwirkung der
Flüssigkeitsmoleküle untereinander und die Wechselwirkung der Flüssigkeitsmoleküle
mit der festen Grenzﬂäche. Besteht ein Film nur noch aus wenigen Moleküllagen, wird
die mechanische Gesamteigenschaft des Filmes mehr und mehr von der Fest-Flüssig-
Wechselwirkung dominiert werden. Die durch Reibungsexperimente gemessene eﬀek-
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tive Viskosität in ultradünnen Flüssigkeitsﬁlmen muss somit zwangsläuﬁg von der
Filmdicke abhängen, wie es in vielen Arbeiten beschrieben wird [15, 26, 27, 179]. Die
in [15, 179] gefundene Veränderung der eﬀektiven Viskosität mit der Scherrate lässt
sich im Rahmen dieses Modells nur verstehen, wenn mindestens eine der beiden Wech-
selwirkungsstärken durch die aufgeprägte Scherung beeinﬂusst werden kann. In [21]
wurde bei Scherung der Flüssigkeit eine Veränderung der Struktur der Flüssigkeit
an der festen Grenzﬂäche beobachtet. Das deutet darauf hin, dass durch Scherung
zumindest die Wechselwirkung zwischen Flüssigkeit und fester Grenzﬂäche verändert
werden kann.
In Experimenten mit einzelnen Farbstoﬀmolekülen [29] ist die eﬀektive Viskosität
im Gegensatz dazu nur durch die Reibung des Farbstoﬀmoleküls an den benachbar-
ten Flüssigkeitsmolekülen bestimmt (analog zu Abschnitt 2.1.2). Das Ergebnis ist
im Gegensatz zu Schermessungen zunächst eine lokale eﬀektive Viskosität, welche
in der unmittelbaren Umgebung des beobachteten Farbstoﬀmoleküls vorliegt. Durch
die Eigenschaften der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) sind die Resultate
aus [29] nur ein zeitlicher (Messdauer ∼ 40min) und räumlicher (Durchmesser des
Fokalvolumens ∼ 300nm) Mittelwert. Die so gemessene eﬀektive Viskosität wird al-
so vollkommen anders bestimmt als die eﬀektive Viskosität aus einer Schermessung.
Folglich könnten beide Experimenttypen auch unterschiedliche Ergebnisse liefern.
Die Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Einzelmolekülexpe-
rimente sind wie in [29] durch die Analyse der Schrittweitenverteilung ebenfalls ein
zeitlicher und räumlicher Mittelwert. Ein deutlicher Unterschied der hier gefundenen
Resultate zu den Ergebnissen in [29] besteht darin, dass die Diﬀusionskonstante und
damit die eﬀektive Viskosität (Abbildung 6.4b) nicht von der Schergeschwindigkeit
(und damit der Scherrate) abhängt. In [29] wird aber eine Erhöhung der Diﬀusions-
konstante auf das etwa fünﬀache der Konstante ohne Scherung beobachtet. Die hier
beschriebenen Experimente können solch eine Erhöhung nicht bestätigen, die Ursache
dieser Diskrepanz ist unbekannt. Allerdings sind nicht alle experimentellen Parame-
ter identisch. Zunächst wurden die hier gezeigten Experimente mit Quarz-Substraten
durchgeführt. Diese weisen eine höhere Oberﬂächenrauigkeit als Substrate aus frisch
präpariertem Mica auf. Außerdem ist die Dicke des hier untersuchten Flüssigkeitsﬁl-
mes etwa 10nm, alle anderen Scherexperimente sind bei dünneren Filmen durchge-
führt worden (z.B. (3.0± 0.4) nm in [29]). Die erreichten Scherraten hingegen sind
in etwa vergleichbar (hier γ˙ = 10 µm
s
/10nm = 103s−1) mit anderen Arbeiten (z.B.
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Abbildung 6.5: Schermessung bei vshear = 10µm/s und verschiedenen Filmdicken (10nm,
150nm und 300nm). (a) Auch bei sehr dicken Flüssigkeitsﬁlmen bleibt die Diﬀusionskon-
stante unverändert. Für jede Filmdicke sind drei Datenpunkte dargestellt, für −10µm/s,
+10µm/s und für Messungen ohne Scherung. (b) Die Anzahl der beobachteten Spots in
einem Bild ist ein Maß für die Dicke des Filmes. Für jede Filmdicke sind zwei Datenpunkte
dargestellt, die Anzahl der Moleküle bei Scherung und in Ruhe.
(800± 40) s−1 in [21]). Auch die Scherbewegung der beweglichen Grenzﬂäche selbst
ist von Arbeit zu Arbeit verschieden. In den vorliegenden Experimenten wurde ein
periodisches Scherschema verwendet (Amplitude A = 5µm, Frequenz f < 1Hz).
Experimente in konventionellen SFA benutzen auch periodische Bewegungen, aller-
dings mit anderen Parametern (z.B. f = 1 . . . 256Hz in [72] und A = 10 . . . 500nm
in [27, 152]). In [21] wurden zwei koaxiale Zylinder mit konstanter Drehzahl gegen-
einander verdreht. Es ist bisher nicht systematisch untersucht worden, inwieweit all
diese Parameter die Beobachtungen beeinﬂussen könnten.
In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob Änderungen der Dynamik der
Farbstoﬀmoleküle durch eine Vergrößerung der Filmdicke bewirkt werden können.
Entsprechend der in Abschnitt 2.7.2 beschriebenen Überlegungen sind hier besonders
Filmdicken interessant, die bei einem Vielfachen der Größenordnung der Diﬀusions-
länge (Gleichung 2.13) liegen. Allerdings kann die Filmdicke nicht ohne Weiteres
beliebig vergrößert werden. Die Hintergrundhelligkeit nimmt mit der Filmdicke zu,
und es wird daher in sehr dicken Filmen nicht mehr möglich sein, einzelne Moleküle
zu lokalisieren. Daher wurden Filme mit der Dicke 150nm und 300nm gewählt und
in den Experimenten untersucht.
In Abbildung 6.5a sind die Ergebnisse der Schrittweitenanalyse für drei verschie-
dene Filmdicken dargestellt, die Schergeschwindigkeit war dabei immer 10µm/s. Die
Diﬀusionskonstante ändert sich oﬀenbar nicht mit der Filmdicke. In Abbildung 6.5b
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Abbildung 6.6: Schema der Verteilung der detektierten Farbstoﬀmoleküle im Flüssigkeits-
ﬁlm. Moleküle wurden nur in dünnen Schichten direkt an beiden Grenzﬂächen gefunden.
Die Dicke dieser Schichten beträgt jeweils etwa 5nm.
ist die Anzahl der detektierten Moleküle pro Bild für jede der eingestellten Film-
dicken aufgetragen. Sind die detektierten Farbstoﬀmoleküle homogen im gesamten
Flüssigkeitsﬁlm verteilt, ist diese Anzahl proportional zur Filmdicke d
N = d · Aimg · Csolution (6.3)
wobei Aimg = 260µm2 die Fläche des aktiven Bildausschnitts und Csolution = 1.3 ·
1018m−3 die Konzentration der Farbstoﬀmoleküle in der Flüssigkeit ist. Oﬀenbar ist
dieser Zusammenhang hier nicht erfüllt, die Anzahl der Moleküle ist nahezu kon-
stant, obwohl sich die Filmdicke auf etwa das 30-fache vergrößert hat. Als direkte
Konsequenz dessen kann die Konzentration der beobachtbaren Farbstoﬀmoleküle im
Flüssigkeitsﬁlm räumlich nicht konstant sein, die Farbstoﬀmoleküle sind nicht homo-
gen verteilt. Eine naheliegende Erklärung ist die Existenz zweier dünner Flüssigkeits-
schichten, die in ihrer Dicke nahezu unveränderlich sind und aus denen der Großteil
aller beobachteten Farbstoﬀmoleküle stammt (Abbildung 6.6). Die durch die Wechsel-
wirkungen mit der festen Grenzﬂäche veränderte Grenzschicht der Flüssigkeit könnte
eine solche Schicht sein, wie die Resultate aus Kapitel 5 belegen. Ein starkes Haftpo-
tential für Farbstoﬀmoleküle in der Nähe der festen Grenzﬂächen sorgt sofort dafür,
dass die Konzentration der Farbstoﬀe in diesem Haftpotential entsprechend Gleichung
2.20 gegenüber der Konzentration in der Volumenﬂüssigkeit drastisch erhöht ist. Hin-
zu kommt noch, dass schnell diﬀundierende Farbstoﬀmoleküle nicht mehr detektiert
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Abbildung 6.7: Messbares Geschwindigkeitsproﬁl in einem gescherten Flüssigkeitsﬁlm,
wenn Farbstoﬀmoleküle nur in einer dünnen Schicht in der Nähe der Substrate detektiert
werden können. Die tatsächlich beobachtbaren Anteile der Proﬁle sind gelb markiert.
werden können (Abschnitt 2.6.2). Farbstoﬀmoleküle aus der Volumenﬂüssigkeit sind
im Fluoreszenzmikroskop somit möglicherweise nicht sichtbar.
Weiterhin scheint es so zu sein, dass bei d = 10nm die Anzahl der Moleküle si-
gniﬁkant kleiner als bei den anderen Filmdicken ist. Das lässt sich verstehen, wenn
beide Grenzschichten bei einer Filmdicke von etwas mehr als 10nm gerade den ge-
samten Flüssigkeitsﬁlm im SFA ausfüllen. Daraus ergibt sich direkt die Dicke dieser
Grenzschichten, welche damit etwa 5nm für jede Schicht beträgt.
Interessant ist nun, inwieweit diese inhomogene Verteilung der detektierten Farb-
stoﬀmoleküle die im letzten Abschnitt beschriebene scheinbare Erhöhung der Diﬀusi-
onskonstante in Scherrichtung beeinﬂusst. Für Filmdicken mit d 2 · 5nm wird nur
ein kleiner Teil der Geschwindigkeitsverteilung im Film überhaupt eine Rolle spielen
(Abbildung 6.7). Die Verteilung der Geschwindigkeiten wird auf zwei schmale Inter-
valle 〈v∗ (x)〉 mit x1 ∈ [0; dinter] und x2 ∈ [1− dinter; 1] reduziert, wobei dinter ≈ 5nm
die Dicke der Grenzschicht an den festen Substraten ist. Damit wird diese modiﬁzierte
Geschwindigkeitsverteilung noch weiter von der für Gleichung 2.62 vorausgesetzten
Gaußverteilung abweichen, als die Geschwindigkeitsverteilung für eine homogene Ver-
teilung der Farbstoﬀmoleküle im Film. Die in Abbildung 6.3 gefundenen Limits für die
Detektierbarkeit der Geschwindigkeitsverteilung bleiben somit bestehen. Eine schein-
bar erhöhte Diﬀusionskonstante wird unter Berücksichtigung der realen Verteilung
der Farbstoﬀmoleküle im Film bei kleineren vshear und kleineren  zu ﬁnden sein, als
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es mit Gleichung 2.62 abgeschätzt wurde.
Die in Abschnitt 2.7.4 beschriebene Möglichkeit zur Bestimmung der Sliplänge
aus den Schrittweitenverteilungen im Flüssigkeitsﬁlm bleibt von dieser Verteilung der
Farbstoﬀmoleküle nahezu unberührt. Solange die Verteilung der lokalen Geschwindig-
keiten im Film gut modelliert werden kann, die Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes bekannt
ist und die scheinbare Erhöhung der Diﬀusionskonstante in Scherrichtung detektiert
werden kann, ist der Algorithmus aus Abschnitt 2.7.4 durchführbar und kann beide
Sliplängen liefern.
6.4 Zusammenfassung der Ergebnisse
In einem modiﬁzierten Surface-Forces-Apparatus wurden erstmals einzelne Farbstoﬀ-
moleküle (Rhodamin B) verfolgt und lokalisiert, um damit die Dynamik in gescherten,
dünnen Flüssigkeitsﬁlmen (TEHOS) zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass
die Analyse der Schrittweitenverteilung die Separation von Scherbewegung und Diﬀu-
sionsbewegung für ein Ensemble von Farbstoﬀmolekülen ermöglicht. Die Genauigkeit
der Bestimmung von Schergeschwindigkeit und Diﬀusionskonstante lässt sich durch
eine Vergrößerung des Ensembles (also durch längere Messdauer) nahezu beliebig stei-
gern. Im Gegensatz dazu ist die Genauigkeit einer trajektorienbasierten Analyse vor
allem durch die Trajektorienlänge begrenzt. Für die hier durchgeführten Experimente
wurden die Messgenauigkeiten ∆vobs = 0.6µm/s und ∆D = 0.1µm2/s erreicht.
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass bei den hier eingestellten Filmdicken und
Schergeschwindigkeiten und bei der Viskosität der verwendeten Flüssigkeit nur eine
einzige lokale Geschwindigkeit gemessen werden kann. Folglich wurde auch keine cha-
rakteristische Verbreiterung der Schrittweitenverteilung in Scherrichtung gefunden,
wie es eine Verteilung der lokalen Geschwindigkeiten im Film hervorrufen würde.
In allen Experimenten konnte sehr gut bestätigt werden, dass diese Geschwindigkeit
vshear/2 ist. Die Sliplänge δ war damit an beiden Grenzﬂächen identisch. Unter geeig-
neten Bedingungen ist die vorgestellte Methode in der Lage, Informationen über die
in einem gescherten Flüssigkeitsﬁlm vorliegende Verteilung der lokalen Geschwindig-
keiten zu ermitteln. Damit wird im Prinzip auch die Bestimmung beider Sliplängen
möglich.
Eine Variation der Scherrate (50 . . . 1000 s−1) führte nicht zu einer Veränderung
der Diﬀusionskonstante und damit der eﬀektiven Viskosität im Flüssigkeitsﬁlm. Auch
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für verschiedene Filmdicken (10 . . . 300nm) zeigte sich keine Veränderung der eﬀekti-
ven Viskosität. Diese Ergebnisse können daher die Resultate anderer Arbeiten nicht
bestätigen [15, 26, 27, 29, 179], welche aber allesamt unter Bedingungen durchgeführt
wurden, die nicht direkt mit den hier vorgestellten Experimenten vergleichbar sind.
Bei einer Erhöhung der Filmdicke auf das 30-fache veränderte sich die Anzahl der
detektierten Moleküle kaum. Daher können die Farbstoﬀmoleküle in der Flüssigkeit
nicht homogen verteilt sein. Diese Beobachtung ist konsistent mit dem in Kapitel 5
beschriebenen Haftpotential in der Nähe fester Grenzﬂächen. Nahezu alle beobachte-
ten Moleküle stammen dementsprechend aus einer dünnen Flüssigkeitsschicht an den
festen Grenzﬂächen. Die Dicke dieser Schicht beträgt jeweils etwa 5nm.
Im Rahmen der durchgeführten Scherexperimente konnte gezeigt werden, dass
die eﬀektive Viskosität gemessen mit Nanosonden in dieser dünnen Grenzschicht un-
abhängig von der Scherrate konstant und um etwa eine Größenordnung größer als
die Viskosität der Volumenﬂüssigkeit ist. Unter ganz ähnlichen Bedingungen wur-
den scherinduzierte Strukturveränderungen der Flüssigkeitsgrenzschicht nachgewie-
sen [21], die aber oﬀenbar nicht mit Veränderungen der Dynamik einhergehen.

Kapitel 7
Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurde die Dynamik in Flüssigkeiten an festen Grenzﬂächen
untersucht. Dazu wurden einzelne Farbstoﬀmoleküle als Sonden in die Flüssigkeit ein-
gebracht und deren Bewegung in eingeschränkten und gescherten Flüssigkeitsﬁlmen
und auch an einer Oberﬂächenstufe des Substrates verfolgt und vermessen. Damit
gelang es erstmals, die Dynamik in einer Scherströmung nicht nur anhand äußerer
Parameter zu charakterisieren, sondern auf molekularer Ebene direkt aus der Bewe-
gung einzelner Moleküle zu bestimmen.
Bei der Untersuchung von einzelnen Farbstoﬀmolekülen (Rhodamin 123) in einer
Flüssigkeit (TEHOS) an der Stufe eines festen Substrates (Mica) wurde eine ausge-
prägte Anisotropie der molekularen Beweglichkeit festgestellt. Mit der räumlich auf-
gelösten und richtungsabhängigen Analyse der Schrittweitenverteilungen konnte diese
Anisotropie durch ein Haftpotential für Farbstoﬀmoleküle (Tiefe etwa 600meV ) an
der Oberﬂäche der Substratstufe erklärt werden. Dieses Potential ist anisotrop und
sorgt dafür, dass Farbstoﬀmoleküle lange in unmittelbarer Nähe der Oberﬂächenstufe
verweilen, sich dabei aber entlang der Oberﬂäche bewegen können. Diese Beobachtung
ist konsistent mit der in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen Ausbildung von Flüssigkeits-
schichten an festen Substraten und der damit verbundenen anisotropen Diﬀusion.
Analog zu ähnlichen Experimenten [164] ist eine Bewegung in Richtung der Ober-
ﬂächennormalen nur durch den Wechsel eines Moleküls von einer Flüssigkeitsschicht
zur nächsten möglich. Dabei muss eine Barriere überwunden werden, welche gera-
de dem hier gefundenen Haftpotential entspricht. Die Beweglichkeit innerhalb einer
solchen Flüssigkeitsschicht ist in Übereinstimmung mit anderen Einzelmolekülexpe-
rimenten [35] um etwa eine Größenordnung geringer als die Beweglichkeit in großer
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Entfernung von der Oberﬂäche. Diese reduzierte Beweglichkeit ist ein deutlicher Hin-
weis auf die in Abschnitt 2.1.2 beschriebene veränderte Viskosität in der Nähe einer
Oberﬂäche. Die Beobachtung ist damit konsistent zu der in Reibungsexperimenten
in einem SFA [11, 15, 69, 152] gefundenen Vergrößerung der eﬀektiven Viskosität in
eingeschränkten Flüssigkeitsﬁlmen.
Für die Realisierung des Einzelmolekültrackings in eingeschränkten Flüssigkeits-
ﬁlmen wurde ein Surface-Forces-Apparatus konstruiert und aufgebaut, so dass eine
Kombination mit einem hochempﬁndlichen Fluoreszenzmikroskop möglich ist. Durch
eine laterale Bewegung der unteren Oberﬂäche ist der SFA in der Lage, im Flüs-
sigkeitsﬁlm eine Scherströmung zu erzeugen. Bei der Anwendung der Analyse der
Schrittweitenverteilung auf gescherte Flüssigkeitsﬁlme wird es erstmals möglich, die
diﬀusive Bewegung einzelner Moleküle von deren strömungsinduzierter Bewegung ab-
zutrennen. Unter geeigneten Bedingungen ist es mit dieser Methode auch möglich, die
hydrodynamischen Randbedingungen der erzeugten Scherströmung zu bestimmen.
Das Haftpotential in Oberﬂächennähe führt direkt zu einer stark erhöhten Dichte
der Farbstoﬀmoleküle in unmittelbarer Nähe der festen Substrate. Daher stammen
nahezu alle detektierten Moleküle nur aus einer dünnen Schicht in Oberﬂächennähe.
Die Dicke dieser Grenzschicht beträgt etwa 5nm unabhängig von der Gesamtdicke des
Flüssigkeitsﬁlmes. Bei Experimenten mit Rhodamin B in TEHOS im Inneren eines
SFA mit Mica-Oberﬂächen wurde eine Beweglichkeit der Farbstoﬀmoleküle gefunden,
die um etwa eine Größenordnung geringer ist, als deren Beweglichkeit in der Volu-
menﬂüssigkeit. Diese Verlangsamung wird durch die in der Grenzschicht veränderte
Dynamik verursacht und ist unabhängig von der Gesamtdicke des Flüssigkeitsﬁlmes.
Eine Veränderung der mit einzelnen Molekülen gemessenen Dynamik könnte erst dann
beobachtet werden, wenn die Gesamtdicke des Flüssigkeitsﬁlmes kleiner wird als die
Dicke beider Grenzschichten zusammen. Diese Filmdicke (etwa 10nm) wurde in der
vorliegenden Arbeit nicht unterschritten, alle gemessenen Diﬀusionskonstanten waren
unabhängig von der Dicke des Flüssigkeitsﬁlmes konstant.
Bei Scherexperimenten mit Quarz-Oberﬂächen (ebenfalls Rhodamin B in TEHOS)
konnte keine Veränderung der Diﬀusionskonstante und damit der eﬀektiven Viskosi-
tät mit der Scherrate gefunden werden. Die Beobachtungen aus anderen Scherex-
perimenten [15, 26, 27, 29, 179] konnten daher nicht bestätigt werden, allerdings sind
diese Experimente nicht direkt mit den hier vorgestellten Einzelmolekülmessungen
vergleichbar.
Kapitel 8
Ausblick
Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente stellen eine qualitative
Erweiterung bisheriger Methoden dar. Es bieten sich daher zahlreiche Möglichkeiten,
diese neuen Methoden für weiterführende Untersuchungen einzusetzen.
Die Analyse der Schrittweitenverteilung erlaubt die räumlich aufgelöste und rich-
tungssensitive Untersuchung der molekularen Dynamik in einer Flüssigkeit. Damit
wird besonders in mikroﬂuidischen Anwendungen die lokale Vemessung einer Flüs-
sigkeitsströmung möglich. Ebenso kann der Einﬂuss einer chemischen Strukturierung
der Oberﬂäche auf die hydrodynamischen Randbedingungen und die Diﬀusion in der
Flüssigkeit auf einer Mikrometerskala studiert werden. Im Hinblick auf elektrisch
schaltbare Oberﬂächeneigenschaften [166,180] bieten die vorgestellten Methoden eine
direkte Möglichkeit, die Ergebnisse dieser Oberﬂächenveränderungen instantan abzu-
bilden und zu beobachten. Werden beispielsweise optisch schaltbare Azobenzene zur
Oberﬂächenmodiﬁzierung eingesetzt [181,182], bietet sich sogar die Möglichkeit, Ober-
ﬂächen lokal und unmittelbar in ihren Eigenschaften zu verändern. Gemeinsam mit
den hier vorgestellten analytischen Methoden ergeben sich damit zwei grundlegende
Bausteine zur Steuerung und Kontrolle von Flüssigkeiten auf der Mikrometerskala.
Die durch die Stufe eines Substrates gewonnenen experimentellen Möglichkeiten
erlauben die systematische Untersuchung der Potentiallandschaft an der Fest-Flüssig-
Grenzﬂäche. Besonders interessant sind hier vor allem die Variation des ﬂüssigen
Mediums, die Kontrolle der genauen Oberﬂächenchemie und -topographie sowie die
systematische Bestimmung des Einﬂusses der Farbstoﬀe auf die Ergebnisse. Damit
lassen sich sowohl die direkten Wechselwirkungen zwischen Farbstoﬀ und Oberﬂäche
als auch die genauen Unterschiede zwischen Volumen- und Grenzschichtﬂüssigkeit
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bestimmen.
Die vorgestellten Experimente in gescherten Flüssigkeiten bieten ebenfalls zahl-
reiche Ansatzpunkte für weiterführende Untersuchungen. Interssant sind zunächst
Messungen in molekular dünnen Filmen (d ≤ 10nm) mit atomar glatten Substraten
(Mica), wodurch vor allem die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit anderen Reibungs-
experimenten verbessert werden kann. Durch veränderte experimentelle Parameter
(größere Filmdicke, höhere Viskosität der Flüssigkeit) wird es möglich, entlang der
Scherachse eine scheinbare Erhöhung der Beweglichkeit zu beobachten. Wie in Ab-
schnitt 2.7.4 gezeigt, können damit direkt Informationen über das im Flüssigkeitsﬁlm
vorliegende Strömungsproﬁl gewonnen werden. Damit wird auch eine Bestimmung
der hydrodynamischen Randbedingungen möglich. Dadurch kann beispielsweise der
Einﬂuss chemischer Oberﬂächenmodiﬁzierungen auf diese Randbedingungen syste-
matisch untersucht werden.
Auch die experimentellen Aufbauten selbst können in einigen Details noch verbes-
sert werden. Eine direktere Methode zur Bestimmung der Filmdicke (beispielsweise
mit MBI an dielektrischen Vielfachschichten [72]) würde eine wesentlich höhere Ge-
nauigkeit der Filmdickenmessung ermöglichen. Damit würde es zusätzlich möglich,
Experimente in molekular dünnen Filmen (d ≤ 10nm) kontrollierter Dicke durchzu-
führen. Somit könnten die experimentellen Bedingungen anderer Untersuchungen im
SFA viel genauer reproduziert und dadurch deren Ergebnisse viel besser mit Ergebnis-
sen von Einzelmolekülmessungen verglichen werden. Eine Untersuchung der Layering-
Übergänge in molekular dünnen Flüssigkeitsﬁlmen mit einzelnen Farbstoﬀmolekülen
als Sonde bietet die Möglichkeit, die Dynamik dieser Übergänge auf molekularer Ebe-
ne direkt und unmittelbar sichtbar zu machen und zu analysieren. Die Schaﬀung einer
abgeschlossenen und damit kontrollierbaren Atmosphäre im SFA vergrößert die An-
zahl der experimentell zugänglichen Systeme. Vor allem Experimente mit OMCTS
könnten den Anschluss an bisherige SFA-Messungen deutlich verbessern.
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Thesen
vorgelegt von Dipl.-Phys. Arne Schob
1. Es ist möglich, einzelne diﬀundierende Moleküle eines Fluoreszenzfarbstoﬀes in
einem eingeschränkten Flüssigkeitsﬁlm im Inneren eines Surface-Forces-Apparatus
zu detektieren und deren Trajektorien durch Tracking mit einem Fluoreszenz-
mikroskop zu rekonstruieren.
2. Mit Hilfe einer Substratstufe geeigneter Höhe kann die anisotrope Beweglichkeit
einzelner Farbstoﬀmoleküle in einer Flüssigkeit in der Nähe der Fest-Flüssig-
Grenzﬂäche direkt abgebildet werden.
3. Die Analyse der Schrittweitenverteilung erlaubt eine räumlich aufgelöste und
richtungssensitive Untersuchung der Beweglichkeit einzelner Farbstoﬀmoleküle.
4. Die Analyse der Schrittweitenverteilung erlaubt die Separation von diﬀusiver
Bewegung und strömungsinduzierter Bewegung für ein Ensemble von einzelnen
Farbstoﬀmolekülen in gescherten Flüssigkeitsﬁlmen.
5. Die Mobilität einzelner Farbstoﬀmoleküle (RhB und Rh123) in einer Flüssigkeit
(TEHOS) in der Nähe fester Oberﬂächen (Mica, Quarz) ist, verglichen mit der
Mobilität in der Volumenﬂüssigkeit, signiﬁkant verringert.
6. Einzelne Farbstoﬀmoleküle (Rhodamin 123) in TEHOS spüren in der Nähe einer
Mica-Oberﬂäche ein attraktives Potential der mittleren Kraft. Die Tiefe dieses
Potentials ist etwa 600meV .
7. Das Potential der mittleren Kraft für einzelne Rhodamin-123-Moleküle in TE-
HOS ist in der Nähe einer Mica-Oberﬂäche ist anisotrop. Die Beweglichkeit
entlang der Oberﬂäche ist größer als die Beweglichkeit von der Oberﬂäche weg.
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